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Glutamat er kvantitativt den dominerende eksitatoriske nevrotransmitteren i 
sentralnervesystemet (CNS) hos pattedyr, og er sannsynligvis involvert i de fleste aspekter 
ved normal hjernefunksjon, inkludert hukommelse og læring. Hjernen inneholder store 
mengder glutamat, men på tross av det og at glutamat hele tiden frisettes, befinner nesten all 
glutamat seg intracellulært. Dette skyldes at ekstracellulær glutamat raskt blir pumpet inn i 
cellene ved hjelp av glutamattransportører. Fem subtyper av disse transportørene er til nå blitt 
identifisert (GLAST, GLT, EAAC, EAAT4 og EAAT5). Når det gjelder lokaliseringen av 
disse i hjernevev, har man minst informasjon om EAAC og EAAT5. De eneste kvantitative 
elektronmikroskopiske data på distribusjonen av EAAC i hjernevev (He et al., 2000) er fra 
hippocampusregionen CA1 (stratum radiatum) og er usikre fordi merkingen i vevet var svak. 
I henhold til dette studiet er den høyeste tettheten av EAAC ved siden av de postsynaptiske 
fortetningene (PSD). Aud Skår fra vår gruppe (upublisert, hovedfagsoppgave 2002) studerte 
EAAC i hippocampusregionen CA3 (stratum radiatum og stratum lucidum) og fant at 
hovedmengden av merkingen var i PSD. Målet med denne oppgaven, var å finne ut om 
forskjellene i PSD-merking skyldes forskjeller mellom ulike subregioner av hippocampus 
eller om det hadde andre årsaker. Vev fra CA1 regionen ble undersøkt med alle tilgjengelige 
antistoffer mot EAAC, og alle antistoffene gav PSD-merking. Antistoffer mot GLAST og 
GLT ble brukt som kontroller, og gav ingen PSD-merking. Det gjorde heller ikke antistoff fra 
preimmunserum. Hjernevev fra genmodifiserte mus som manglet EAAC (KO-mus), villtype 
mus (WT-mus) og Wistar rotter ble løst opp i SDS, separert ved elektroforese i geler laget 
med 10 % akrylamid og immunblottet. Antistoffene virket spesifikke for EAAC. Imidlertidig 
gav antistoffene merking på fiksert vev fra hippocampus og striatum fra KO-musene. 
Elektronmikroskopisk analyse viste at merkingsmønsteret var det samme. Elektroforese i 10 
– 20 % gradientgeler viste at antistoffene kryssreagerte med to små molekyler (ca 10 – 15 
kDa) som ikke var synlig på de første immunblottene. Det ble også gjort forsøk på å få 
indirekte informasjon om distribueringen til EAAC ved å se på distribueringen til et EAAC-
bindende forankringsprotein, GTRAP3-18. Dette krevde tilgang til anti-GTRAP3-18 
antistoffer som verken vi eller andre grupper til nå har klart å fremskaffe. Konklusjon: 
Forskjellene mellom funnene til He og medarbeidere (2000) og Aud Skår skylldes antagelig 
antistoffene, men dette studiet kan verken bekrefte eller avkrefte konklusjonene til He og 
medarbeidere, og er en demonstrasjon på hvor vanskelig det er å bli sikker på hva 
antistoffene faktisk merker i fiksert vev.
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AMPA   α-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolepropionat 
ATP   adenosin trifosfat 
ATPase  adenosin trifosfatase 
BSA   bovint serum albumin 
CA   cornus ammonis (del av hippocampus) 
CNS   sentralnervesystemet 
DAB   3,3’-diaminobenzidin tetrahydroklorid 
DMSO   dimetylsulfoksid 
DTT   ditiothreitol 
EAAC   excitatory amino acid carrier (glutamattransportør nr. 3) 
EAAT   excitatory amino acid transporter 
EDTA   etendiamintetraeddiksyre 
EM   elektronmikroskop 
GABA   γ-aminobutyrat 
GLAST  glutamate aspartat transportør (glutamattransportør nr. 1) 
GLT   glutamatetransportør (glutamattransportør nr. 2) 
GluR   glutamatreseptor 
GTRAP  glutamattransportør assossiert protein 
HEPES  N-2-hydrosyetylpiperazin-N’-2-etansulfonsyre 
HRP-DAB  pepperrot peroksidase – DAB metoden 
HSA   humant serum albumin 
Ig   immunoglobulin 
KLH   keyhole limpet hemacyanin 
KO   knock-out 
LM   lysmikroskop 
mGluR  metabotrop glutamatreseptor 
mRNA   messenger RNA (ribo-nukleær-syre) 
NaPi   natriumfosfatbuffer 
NMDA  N-metyl-D-aspartat 
NCS   Serum fra nyfødte kalver 
PBS   fosfatbuffret saltvann (0.135 m NaCl, 10 mM NaPi pH 7.4) 
PKC   proteinkinase C 
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PMSF   fenylmetansulfonylfluorid 
PSD   postsynapsisk fortetning 
rpm   omdreininger pr minutt 
SDS   natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE  natriumdodecylsulfat polyakrylamid gelelektroforese 
TBS trisbuffret saltvann (0.15 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 0.3 M 
NaCl, 0.1 M Tris-HCl pH 7.4 eller 50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl 
pH 7.4) 
TBST TBS tilsatt Tween 20 (ved immunblotting; 0.15 M NaCl, 10 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 0.05 % Tween 20) eller Triton X-100 (ved 
immuncytokjemi; 50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.1 % 
Triton X-100) 
TEM   transmisjons elektronmikroskop 
TEMED  N,N,N’N’-tetrametyletylenediamin 
Tris   tris(hydroksymetyl)aminometan 
Triton X  poluetylen p-t-oktylfenol 
Tween   polyoksyetylen sorbitolester 


















Hippocampus (fig 1.1) er en av de mest studerte strukturene i pattedyrs 
sentralnervesystem. Det er to grunner til dette. Hippocampus har en lett identifiserbar 
struktur, både makro- og mikroskopisk, og helt siden 1950-årene har hippocampus vært 
ansett for å være sentral både for hukommelse og læring. Hippocampus og assosierte 
strukturer er også av klinisk interesse på grunn av deres tilbøyelighet til å gi epileptiske 
anfall. Deler av hippocampus, spesielt entorhinalbarken, er blant de strukturene som 
rammes hardes ved Alzheimer`s sykdom. Hippocampus er også spesielt sårbar for 
effekter av ischemi og anoxi. 
 
Hippocampus består av en gruppe strukturer, som tilhører det limbiske systemet, og 
kalles med en samlebetegnelse for den hippocampale formasjonen. Hippocampus-
formasjonen består av 6 underregioner; gyrus dentatus, selve hippocampus, subiculum, 
presubiculum, parasubiculum og entorrhinalbarken (Amaral and Witter, 1990).  
 
Den relativt oversiktlige anatomiske og funksjonelle organiseringen av hippocampus har 
gjort hippocampus til et nyttig modellsystem for studier av neuroanatomiske og elektro-
fysiologiske prosesser.  
 
 
Fig 1.1 Skisse av rotte hjerne. Hippocampus danner en C-formede struktur. HC: Hippocampus, Fi: fimbria 
og fx: forynx. (figur fra Amaral and Witter, 1990) 
 
Hos rotter består hippocampus av tre deler; CA1, CA2 og CA3. 
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Nervecellene i hippocampusformasjonen består av celler fra gyrus dentatus, CA3 og 
CA1, og deres synapser (Amaral and Witter, 1990). Sensorisk informasjon entrer via 
celler i det overfladiske laget til entorrhinalbarken, som sender sine aksoner til 
molekylærlaget i gyrus dentatus. Der synapser de med dendrittene til korncellene, som 
har sine cellelegemer i stratum granulare. Aksoner fra korncellene, kalt mosefibre, 
synapser med dendritter til pyramidecellelaget i CA3. I det siste trinnet innerverer 
pyramideaksonene i CA3 pyramidecelledendrittene i stratum radiatum og stratum oriens i 
CA1. Disse aksonene kalles Schaffer kolateraler. I tillegg sendes en gren ut til fimbria, 
som er en struktur i forhjernen. Den prosesserte informasjonen sendes så tilbake til 
entorrhinalbarken av pyramidecelleaksoner i CA1, direkte eller via subiculum. (fig. 1.2) 
 
Mye av det som i dag er kjent om fysiologien og farmakologien ved synaptisk overføring 
i sentralnervesystemet kommer fra studier av hippocampus. 
 
 
Fig 1.2 Tverrsnitt av hippocampus. De ulike lagene er tydelig markert. Denne hovedoppgaven konsentrere 
seg om stratum radiatum (R) i CA1 regionen. O, stratum oriens; P, stratum pyramidale; M, stratum 
moleculare. (Figuren er hentet fra Storm-Mathisen, 1981) 
 










Glutamat regnes som den viktigste eksitatoriske nevrotransmitteren i 
sentralnervesystemet (CNS) hos pattedyr, og er sannsynligvis involvert i de fleste 
aspekter ved normal hjernefunksjon, forståelse, hukommelse og læring (for oversikt se 
Fonnum, 1984; Danbolt, 2001). Glutamat spiller også en viktig rolle under 
sentralnervesystemets utvikling (McDonald and Johnston, 1990; LaMantia, 1995), 
inkludert synapse-eliminering og cellemigrering, differensiering og død (Danbolt, 2001). 
I tillegg har glutamat en signalrolle i perifere organer og vev, så vel som i endokrine 
celler (for oversikt se Moriyama et al., 2000). Nesten alle celler i CNS uttrykker 
glutamatreseptorer, og flertallet av synapsene i hjernen ser ut til å være glutamaterge 
(Ottersen and Storm-Mathisen, 1984).  
 
Hjernen inneholder store mengder glutamat (for oversikt se: Schousboe, 1981), med en 
gjennomsnittlig konsentrasjon på ca. 10 mM, hvorav nesten alt befinner seg 
intracellulært. Den høyeste konsentrasjonen av glutamat befinner seg i nerveterminalene 
(Shupliakov et al., 1992; Ottersen et al., 1996). Den ekstracellulære konsentrasjonen av 
glutamat er generelt lav (3-4 µM) (Hamberger and Nystrom, 1984; Lehmann et al., 
1983). Konsentrasjonsgradienten av glutamat over plasmamembranen er altså stor (flere 
tusen ganger). Umiddelbart etter synaptisk frisetning kan konsentrasjonen i 
synapsespalten muligens bli så høy som 1-2 mM (Clements et al., 1992; Nicholls, 1993). 
 
Etter at glutamat er frisatt fra synapsen må det fjernes fra ekstracellulærvæsken. Enkel 
diffusjon er en viktig mekanisme for fjerning av glutamat fra synapsespalten. Dette skjer 
pga den store konsentrasjonsforskjellen mellom synapsespalten og ekstracellulærvæsken 
rundt. Mekanismen som er ansvarlig for langtids opprettholdelse, og rask fjerning av 
glutamat fra ekstracellulærvæsken, er cellulært opptak ved hjelp av Na+-avhengige 
transportører som sitter i plasmamembranen til omkringliggende celler. Disse 
transportørene bruker de elektrokjemiske gradientene til Na+ og K+, over 
plasmamembranen, som drivkraft for opptak (oversikt se Danbolt, 2001). 
Glutamattransportørene er derfor essensielle for å opprettholde et høyt signal/støy forhold 
(oversikt se: Danbolt, 2001). Hvis glutamat ikke fjernes fra synapsespalten kan det 
resultere i overaktivering av glutamatreseptorer, som igjen kan føre til økt 
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signaloverføring, nerveskade og celledød (Choi, 1988; Olney et al., 1971; Regan and 
Choi, 1991). Glutamat i høye doser ekstracellulært er derfor toksisk.  
 
1.2.1.1 Syntese av glutamat 
 
Både glia- og nerveceller har evnen til å ta opp glutamat (for oversikt se Danbolt, 2001). 
Glutamat tatt opp i cellene blir så enten brukt til metabolske prosesser (proteinsyntese, 
energi metabolisme, ammoniakk fiksering) eller resirkulert som transmitter. 
 
I gliaceller blir glutamat omdannet til glutamin ved hjelp av et ATP-avhengig enzym, 
glutaminsyntetase. Glutamin transporteres så ut i ekstracellulærvæsken. Glutamin 
påvirker ikke nervecellenes eksitabilitet, og er ikke toksisk i høye konsentrasjoner 
(normal ekstracellulær konsentrasjon 200-500 µM). Dette betyr at konsentrasjonen av 
glutamin ikke må kontrolleres så nøye som tilfellet er for glutamat (Brodal, 2001). 
Glutamin transporteres inn i nerveterminalene, hvor det omdannes til glutamat via 
fosfataktivert glutaminase. Dette enzymet befinner seg i membranen til mitokondriene 
(Van den Berg and Garfinkel, 1971; Martinez-Hernandez et al., 1977). Glutamat pakkes 
inn i synaptiske vesikler av egne transportørproteiner i vesikkelmembranen (se avsnitt 
1.2.3.2), og frisettes som andre transmittere ved Ca2+-avhengig eksocytose (oversikt se: 
Sudhof, 1995; Cousin and Robinson, 1999). Prosessen blir ansett for hovedmekanismen 

























Fig 1.3 Etter synaptisk frisetting fjernes glutamat fra ekstracellulærvæslen ved hjelp av Na+-avhengige 
transportører (se avsnitt 1.2.3.1) som sitter i plasmamembranen til omkringliggende celler. Ekstracellulært 
glutamat kan tas opp via dendrittmembranen (3), via nerveterminalmembranen (2) eller via gliamembranen 
(1). I gliaceller (1) blir toksisk glutamat omdannet til ikke toksisk glutamin og transportert ut (5) i 
ekstracellulærvæsken hvor det tas opp av nerveterminaler (6). I nerveterminalene omdannes glutamin til 
glutamat i mitokondriemembraner. Glutamat blir så pakket i vesikler (4), og er igjen klare for frisetting. 
Glu, glutamat; Gln, glutamin. (Figuren er hentet fra Danbolt, 2001). 
 
I gliacellene finnes det også et annet glutamatmetaboliserende enzym, 
glutamatdehydrogenase, som omdanner glutamat til α-ketoglutarat. α-Ketoglutarat 




Glutamatreseptorene (GluR) blir inndelt i tre ulike klasser; de ionotrofe (iGluR) og de 
metabotrofe (mGluR) (for oversikt se Ozawa et al., 1998). De ulike klassene blir videre 
delt inn i genfamilier på grunnlag av sekvenshomologi. 
 
De ionotrofe glutamatreseptorene (iGluR) består av kation-spesifikke ionekanaler og 
deles inn i 3 grupper, tilhørende 2 ulike genfamilier, som er navngitt etter hvilken agonist 
som ble funnet i å aktivere dem; AMPA (α-amino-3-hydroxyl-5-metyl-4-isoxazole 
propionate acid), kainat og NMDA (N-metyl-D-aspartat).  
 
AMPA (GluR1-4)- og kainatreseptorer (GluR5-7, KA1-2) medierer rask og presis 
eksitatorisk nevrotransmisjon i de fleste synapser i sentralnervesystemet. Begge tillater 
passasje av Na+ og K+, men kun svært små mengder Ca2+, som er typisk for raske, 
eksitatoriske synapser. AMPA-reseptorene kan også binde kainat, men da med lavere 
affinitet enn for AMPA. Tilsvarende binder kainat-reseptorene AMPA. 
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NMDA-reseptorene (NR1, NR2A-D og NR3A-B) spiller en viktig rolle for synaptiske 
endringer under nervesystemets utvikling og ved læring. De har flere egenskaper som 
skiller dem fra de andre ionotrofe glutamatreseptorene. Den første er at NMDA er 
spenningsavhengig. Ved hvilepotensiale er kanalen stengt ved hjelp av et Mg2+-ion. 
Ioneflyt gjennom kanalen skjer kun når den postsynaptiske cellen er depolarisert (for 
oversikt se Ozawa et al., 1998 og Dingledine et al., 1999), som for eksempel ved 
stimulering av nærliggende AMPA-reseptorer. Den andre er at NMDA er mer permeabel 
for Ca2+ enn for Na+. Ca2+ er et intracellulært signalstoff og kan sette i gang prosesser 
som blant annet kan føre til varig endret synaptisk aktivitet. Den siste er at NMDA-
reseptoren både åpnes, lukkes og desensitiviseres langsommere enn de andre ionotrofe 
glutamatreseptorene (Lester et al., 1990).  
 
De metabotrofe reseptorene (mGluR) er ulike de ionotrofe ved at de virker via aktivering 
av et G-protein, som modulerer produksjonen av intracellulære signalstoffer.  
 
De metabotrofe reseptorene befinner seg både pre- og postsynaptisk. De er inndelt i 3 
hovedgrupper som baserer seg på ulike intracellulære signalveier. Gruppe I fører til 
langvarig depolarisering, mens gruppe II og III til langvarig hyperpolarisering, som 
motvirker dannelsen av aksjonspotensial.  
 
mGluR fremkaller en rekke ulike metabolske virkninger, blant annet har de vist seg å 




1.2.3.1 Glutamattransportører i plasmamembranen (EAAT) 
 
Fem medlemmer av glutamattransportørfamilien er til nå blitt isolert og klonet fra 
pattedyrs sentralnervesystem: EAAT1 (GLAST) (Storck et al., 1992), EAAT2 (GLT) 
(Pines et al., 1992), EAAT3 (EAAC) (Kanai and Hediger, 1992), EAAT4 (Fairman et al., 
1995) og EAAT5 (Arriza et al., 1997). De deler 50-60 % sekvenslikhet med hverandre, 
30-40 % likhet med bærere av to nøytrale aminosyrer (alanin-serin-cystein transportørene 
ASCT1 og ASCT2) (Arriza et al., 1993; Shafqat et al., 1993; Hoffman et al., 1994; 
Utsunomiya-Tate et al., 1996) og 20-30 % likhet med proton-avhengige bakterielle 
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glutamat (Tolner et al., 1992) og dikarboksylat (Engelke et al., 1989; Pajor, 1996) 
transportører. Alle disse proteinene tilhører samme genfamilie (Slotboom et al., 1996), 
men har ingen signifikant likhet med noen andre kjente proteinfamilier. Det er kun 
EAAT-transportørene som kan inkluderes i begrepet glutamattransportører. 
 
Hos pattedyr har de fem ulike transportørene en 90 % sekvenslikhet (innen en og samme 
art) med det ekvivalente proteinet til en annen art. Til tross for denne likheten skiller de 
seg markant fra hverandre i vevsfordeling, kinetikk og farmakologiske egenskaper 
(Danbolt, 2001). 
 
GLT er den kvantitativt viktigste glutamattransportøren i CNS, med unntak av de 
regioner hvor GLAST dominerer. Lokaliseringen av GLT avhenger om det er snakk om 
GLT mRNA eller GLT protein. GLT mRNA er uttrykt i både astroglia og nevroner, mens 
GLT protein hovedsakelig er uttrykt i astroglia (unntaket er retina hvor det befinner seg 
på nevroner) i ett fult utviklet nervesystem. Den høyeste konsentrasjonen av GLT er i 
forhjernen. Perifere organer som uttrykker GLT er blant annet melkeproduserende 
brystkjertler, placenta og pancreas 
 
GLAST uttrykkes i hele CNS, i samme astrocytter som GLT, men i ulike mengder i ulike 
regioner (Lehre et al., 1995; Schmitt et al., 1997; Berger and Hediger, 1998).  GLAST-
transportørene er den kvantitativt viktigste transportøren i molekylærlaget i cerebellum 
(Lehre and Danbolt, 1998), det indre øret (Furness and Lehre, 1997; Takumi et al., 1997), 
vestibularorganet (Berger and Hediger, 2000) og retina (oversikt se Rauen et al., 1999). 
GLAST er ikke funnet i nevroner, og er kun uttrykt i gliaceller i CNS (inkluderer retina). 
Perifere organer som har vist seg å uttrykke GLAST er blant annet placenta, benvev og 
melkeproduserende brystkjertler. 
 
EAAC er utrykt i høye konsentrasjoner i hippocampus, cerebellum og basal gangliene 
(Conti et al., 1998; Kugler and Schmitt, 1999), men da i mye lavere konsentrasjoner enn 
GLT og GLAST (Haugeto et al., 1996, Lehre og Danbolt, upublisert). EAAC er, i 
motsetning til GLT og GLAST, hovedsakelig uttrykket i nevroner (Kanai and Hediger, 
1992), men er også beskrevet å være uttrykt i gliaceller i cortex cerebri og hvit substans 
(Conti et al., 1998). Mens GLT og GLAST hovedsakelig er lokalisert i 
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plasmamembranen, er EAAC også lokalisert til vesikler i cytoplasma. Dette medfører at 
EAAC raskt kan transporteres ut til plasmamembranen. 
 
Perifere organer som uttrykker EAAC er blant annet nyre (større konsentrasjon enn i 
hippocampus), tarm, hjerte og placenta. I nyrene er EAAC lokalisert i apikalmembranen 
til de proksimale tubuliene (Shayakul et al., 1997).  
 
EAAC KO-mus utvikler ingen store nevrologiske symptomer eller nevrodegenereringer 
under perioder på over 12 månder, foruten om at homozygote mutanter har en redusert 
spontan lokomotorisk aktivitet (Peghini et al., 1997). EAAC KO-mus taper derimot 
glutamat og aspartat i urinen, noe som bekrefter EAACs rolle i reabsorbsjon av glutamat 
fra nyrenes proksimale tubuli (Peghini et al., 1997). 
 
EAAT4 er den kavantitativt viktigste transportøren i purkinjecellene i molekylærlaget til 
cerebellum. Den høyeste konsentrasjonen er å finne rett utenfor den perisynaptiske 
membranen hvor spinamembran vender mot gliamembran.  
 
Lokaliseringen av EAAT5 er lite kjent, men den finnes uttrykt i lave konsentrasjoner i 
Müllercellene i retina. EAAT5 finnes også antagelig i små konsentrasjoner i hjernen. (For 
oversikt over lokalisering av de ulike transportørene, se figur 1.4). 
 
1.2.3.2 Andre transportører for glutamat 
 
Det finne også en del andre transportører som har evne til å translokere glutamat. Disse 
finnes dels i plasmamembranen og dels intracellulært. 
I plasmamembranen til gliaceller finnes de såkalte cystin-glutamat utvekslerne. Disse 
utvekslerne frakter cystin inn i cellen i bytte mot glutamat, og blir betraktet som 
glutamat-drevne transportører for cystin fordi det er glutamatgradienten som utgjør 
drivkraften. I tilegg finnes det intracellulære transportører, både vesikulære (VGluT 1 -3) 
(Ozkan and Ueda, 1998; Bellocchio et al., 2000) og mitokondrielle (Palmieri et al., 
2001). Det er de vesikulære transportørene som fyller de synaptiske vesiklene med 
glutamat fra cytosol. Denne transporten stimuleres av et indre positivt 
membranpotensiale, som genereres av en H+-ATPase som sitter i vesikkelmembranen og 
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pumper inn H+. I mitokondriene finnes to ulike glutamattransportører; en proton-glutamat 




Fig 1.4 Glutamattransportørene i de forskjellige cellemembranstrukturene. I: Glutamat går ut av cellen i 
kotransport med cystin. II: Gliacellene tar opp 1 glutamat ved hjelp av 3 Na + og 1 H+ inn, og 1 K+ ut (GLT 
og GLAST). III: Den postsynaptiske cellemembranen tar opp glutamat på samme måte som gliacellene 
(EAAC1). IV: Den presynaptiske terminalen tar opp Na+ og H+ sammen med glutamat, men støkiometrien 
her er usikker. V: Gltamat tas opp i vesikler i nervetreminalene (VGluT1 – 3) (figuren er selvkomponert). 
 
1.2.3.3 Mekanismen bak glutamatopptak 
 
Opptaksmekanismen for glutamat er drevet av elektrokjemiske gradienter over 
cellemembranen. Na+ er nødvendig for at glutamat skal kunne binde seg, mens K+ er 
nødvendig for nettotransport. Nettotransport av glutamat er derfor bare mulig dersom det 
finnes K+ intracellulært (for oversikt se Danbolt, 2001). Prossesen er dessuten elektrogen, 
dvs netto positiv ladning beveger seg inn, og er dermed stimulert av et negativt 
membranpotensiale. Elektrogeniteten indikerer at det dannes en strøm over membranen, 
under transport, som kan måles med elektrofysiologiske metoder. 
 
Transportørene bruker de elektrokjemiske gradientene til hovedsakelig Na+ og K+, men 
også til H+ (Billups et al., 1996; Levy et al., 1998a) som energikilde for 
transportprosessen. Energiforbruket til transporten, konsentrasjonskapasiteten til 
transportørene og sensitiviteten til endringer i ionegradientene (ved f.eks ischemi) 
avhenger transportørenes av støkiometri. Studier basert på humant EAAC (Zerangue and 
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Kavanaugh, 1996) og rotte GLT (Levy et al., 1998b) har vist at disse transportørene har 
følgende støkiometri: 1 glutamat tas opp sammen med 3 Na+ og 1 H+ i bytte mot 1 K+. 
Denne koblingen støtter en transmembran konsentrasjonsgradient ([Glu]inne/[Glu]ute) som 
kan overskride 106 ved likevektsforhold, og tillater glutamattransportørene i å fjerne 
glutamat over ett stort spekter av ioneforhold. (Fig 1.5) 
 
 
Fig 1.5 Støkiometri for normal og reversert transport til glutamattransportørene. GluH er protonert form av 
glutamat. (Figur hentet fra Kanai and Hediger, 2003). 
 
 
Støkiometrien for GLAST, EAAT4 og EAAT5 er ikke kjent, og det kan ikke tas for gitt 
at den stemmer overens med GLT og EAAC. Men med denne forutsetningen er det blitt 
estimert at energiforbruket til glutamattransportører i cerebral cortex kun representerer 2 
% av det totale energiforbruket i vevet (Attwell and Laughlin, 2001). 
 
1.2.4 Regulering av glutamatopptak 
 
Glutamatopptaket i CNS er ikke konstant, men under stadig regulering. Dette gjelder ikke 
bare under utvikling, men også i det fult utviklede sentralnervesystemet. Opptaket blir 
regulert på alle mulige nivåer: DNA-transkripsjon, mRNA-spleising, proteinsyntese, 
protein-targeting, aminosyretransport og ionekanal-aktiviteter (for oversikt se 
Gegelashvili and Schousboe, 1998; Sims and Robinson, 1999; Danbolt, 2001).  
 
Translokeringen av membranproteiner mellom plasmemembranen og intracellulære lagre 
representerer en viktig mekanisme for regulering. Slike forandringer i celleoverflaten kan 
opp- eller nedregulere membranproteiner på få minutter, dette er raskere enn regulering 
ved proteinsyntese. Det har vist seg at uttrykkelsen og funksjonen av 
glutamattransportører kan bli regulert ved aktiveringen av intracellulære signalmolekyler. 
For eksempel, ved å bruke celler som kan uttrykke EAAC, er det vist at 
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glutamattransporten reguleres raskt ved aktivering av visse vekstfaktorer (Sims et al., 
2000) eller av proteinkinase C (PKC) (Dowd and Robinson, 1996). Nylig ble det vist at 
EAAC uttrykt i Xenopus laevis oocytter blir nedregulert ved aktiveringen av PKC (Trotti 
et al., 2001). Denne nedreguleringen viste seg å være assosiert med nedgangen i 
maksimal transport hastighet (Vmaks) og forflytingen av transportøren fra 
plasmamembranen til intracellulære lagre. Dette skjedde uten noen forandringer i 
affiniteten til glutamat (Km Glu). Disse funnene antyder at PKC ikke direkte fosforylerer 
EAAC, men heller indirekte endrer fordelingen av EAAC i plasmamembranen og 
intacellulære vesikler. I motsetning til dette, har eksperimenter med C6-glioma celler, 
som kun utrykker EAAC, vist at aktivering av PKC øker glutamattransportaktiviteten ved 
å forflytte EAAC til plasmamembranen (Davis et al., 1998; Dowd and Robinson, 1996; 
Gonzalez et al., 2003). Blant EAAC, GLT, og GLAST, er det kun EAAC som reguleres 
av PKC via intacellulære transport, og dette skjer antagelig på en måte som er spesifikk 
for celletypen, fordi aktiveringen av PKC gir ulike effekter i ulike celletyper.  
 
Aktiviteten til glutamattransportørene kan også reguleres av protein-protein interaksjoner. 
To proteiner kalt GTRAP41 og GTRAP48 (glutamattranportassosierte proteiner for 
EAAT4) har vist seg å interagere med det intacellulære carboxyl-terminal domene til 
EAAT4 og modulere dens glutamattransportaktivitet (Jackson et al., 2001). Uttrykelsen 
av enten GTRAP41 eller GTRAP48 førte til en økning i Vmaks for glutamattransporten, 
men ingen endring Km verdi (Kanai and Hediger, 2003). EAAC interagerer med et helt 
forskjellig protein kalt GTRAP3-18, som interagerer med carboxyl-terminal domene til 
EAAC (Lin et al., 2001) (Fig 1.6). GTRAP3-18 messenger RNA (mRNA) og protein 
befinner seg i samme vev og i de samme regionene som EAAC. GTRAP3-18 reduserer 
affiniteten av EAAC for glutamat både in vitro og in vivo (Lin et al., 2001). Ved å øke 
uttrykkelsen av GTRAP3-18 i celler, reduseres EAAC-mediert glutamattransport ved at 
substrataffiniteten senkes. 
 
Reguleringen av glutamat opptaket er i tillegg sensitiv for arakidonsyre (Trotti et al., 
1995) og oksidering av SH-grupper (Trotti et al., 1996). 
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Fig 1.6 Membran topologimodel for glutamattransportørene. Topologien som her vises er basert på 
eksperimeneter som involver biotinylering av cystinmutanter til glutamattransportøren GLT fra rotte hjerne 
(Grunewald and Kanner, 2000; Grunewald et al., 1998). Modellen viser de 8 antatte transmembrane α-
heliksene (nr 1 – 8), en stor glykosylert ekstracellulær løkke mellom transmembran domenene 3 og 4, en 
”reentrent loop” (A, B) mellom transmembrandomene 7 og 8 som representerer translokeringsporen, en 
løkke (C) som delvis går ned i translokeringsporen mellom domene 7 og 8 og reguleringssetet for 














Vår gruppe laget antistoffer mot EAAC allerede i 1993 og har brukt disse til å kartlegge 
distribusjonen av dette proteinet. Vi har imidlertid ikke følt oss trygge på resultatene. I 
mellomtiden har andre grupper også laget antistoffer og publisert sine resultater som 
omfatter data fra både lysmikroskopi og elektronmikroskopi (basert på materiale merket 
før innstøpning: "pre-embedding") (blant annet: Rothstein et al., 1994; Kugler and 
Schmitt, 1999). Deres data er i hovedsak i samsvar med våre upubliserte data, noe som 
tyder på at antistoffene har (nokså) lik spesifisitet. Gruppen til Morrison har fulgt dette 
opp med kvantitative elektronmikroskopiske undersøkelser av somatosensorisk 
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hjernebark og av stratum radiatum i hippocampus regionen CA1 (He et al., 2000). Deres 
data er imidlertid lite overbevisende fordi merkingen er så svak. Aud Skår i vår gruppe 
arbeidet med ett av våre antistoffer og klarte etter mye utprøving å få kraftigere merking. 
Det hun imidlertid kom fram til, var at EAAC sitter i de postsynaptiske fortetningene og 
ikke ved siden av disse slik He og medarbeidere konkluderte. Dette reiste spørsmålet om 
hva forskjellen skyldes. En mulighet er at dette er en regional forskjell, fordi Skår 
studerte hippocampus regionen CA3 mens He og medarbeidere så på CA1 regionen. 
Andre muligheter er forskjeller på forsøksdyrene, forskjeller mellom antistoffene eller 
immunmerkingsprosedyrene. En direkte måte å tilnærme seg spørsmålet på er å 
undersøke CA1 regionen i de samme dyrene og med de samme reagensene og metodene 
Skår benyttet. En indirekte måte er å se på lokaliseringen av et EAAC-bindende 
forankringsprotein (GTRAP3-18), men det forutsetter antistoffer mot GTRAP3-18 og 




Denne hovedfagsoppgaven tar sikte på å finne svar på følgende spørsmål: 
 
1.  Hvor i hippocampus uttrykkes EAAC forankringsproteinet GTRAP3-18? 
Lokaliseringen av dette proteinet skulle skje ved egenproduserte antistoff. 
 
2.  Skyldes forskjellene på dataene til Skår og He at lokaliseringen av EAAC er 
forskjellig mellom CA1 og CA3 regionene?  
For å besvare dette, vil hippocampusregionen CA1 fra Skårs rotter bli undersøkt 
med flere ulike EAAC-antistoffer, inkludert de Skår har brukt.  
 
3.  Er merkingen i vevet et spesifikt uttrykk for lokaliseringen til EAAC?  
For å svare på dette vil ulike EAAC-antistoffer bli testet for å se om de merket de 
samme strukturene. De vil også bli testet på hippocampusvev fra genmodifiserte 
mus som mangler EAAC (KO-mus) og deretter sammenlignet med resultater fra 
































Bovint serum albumin (BSA), diaminobenzidin (DAB), humant serum albumin (HSA), 
keyhole limpet hemocyanin (KLH), Miliporefilter (0.45 µm), fenylmetansulfonylfluorid 
(PMSF), Triton X-100, Trizma base og Tween 20 fra Sigma (St. Louis, MO, USA). 
Serum fra nyfødte kalver (NCS) var fra GIBCO (Paisley, Skottland). Blycitrat, ”nett 
coating pen”, hinnerammer og paraformaldehyd (renset) var fra Electron Microscopic 
Siences (Pennsylvania, USA). Dimetylsulfoksid (DMSO), etanolamin, 25 % 
glutaraldehyd (elektronmikroskopkvalitet), 87 % glyserol, glysin, hydrogenklorid (HCl), 
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Lowicryl, dinatriumhydrogenfosfat (Na2HPO), natriumdihydrogenfosfat (NaH2PO4), 
natriumazid (NaN3), natriumborhydrid (NaBH4) og uranylacetat fra Fluka (Buchs, 
Sveits). Metallnett (nikkelnett) var fra Standard Supplies (Kållered, Sverige). 
Natriumhydroksid (til natriumetanolat) var fra SDS (Peypin, Frankrike). Dextran 70 var 
fra Amersham (Uppsala, Sverige). Natriumdodecylsulfat (SDS) med høy renhet (>99 % 
C12 alkylsulfat) og Dura-system fra Pierce (Rockford, IL, USA). N-2-
hydroxyethylpiperazine-N`-2-ethanesulfonsyre (HEPES) og Freund`s adjuvans fra Difco 
(Detroit, MI, USA). Affigel (N-hydroxysuccininmidster på kryssbundet agarose) og 
gradient geler (10-20 % og 8-16 % acrylamid) fra BioRad (Richmond, CA, USA). 
Elektroforeseutstyr, nitrocellulosemembraner (0.22 µm porer, 100 % nitrocellulose), 
Sephadex G-50 fine, steptavidin-peroksidase komplekser og standardproteiner (Rainbow 
markers) til SDS-polyakrylamid gelelektroforese (SDS-PAGE) fra Amersham 
(Buckinghamshire, UK). Akrylamid, alkalisk fosfatasekonjugert anti-kanin IgG og 
alkalisk fosfatase substrater (nitroblått-tetrazolium og 5-brom-4-klor-3-inodyl fosfat), 
ammoniumpersulfat, N,N`-methylene.bisakrylamid og TEMED fra Promega )Madison, 







Wistar rotter (200 – 400g) ble innkjøpt fra B & K Universal (Sollentuna, Sverige). De 
befant seg på dyrestallen ved instituttgruppen for medisinske basalfag. Temperaturen var 
24 oC og lyset var regulert (12 timers lys/mørke syklus). De fikk mat og vann ad libidum. 
 
Transgent musevev var fra labratoriet til Dwight Bergles ved John Hopkins University 
(Baltimore, USA). Derfra ankom det tre ferdig fikserte hjerner (to KO og en WT) og to 




Dataprogrammet Protean (fra DNASTAR, inc., Madison, Wisconsin, USA) ble brukt til å 
lokalisere og velge ut de mest hydrofile, og antatt mest antigene områdene. Fig 2.1 
nedenfor vises analysen av GTRAP3-18. Et peptid svarende til aminosyrene 16-31 
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(PGSDRFARPDFRDISK-amid) ble syntetisert på Bioteknologisenteret. Det ble laget 
som C-terminalt amid fordi peptidet svarte til deler inne i sekvensen hvor syregruppen 
ikke var fri, men inngikk i peptidbindingen. 
 
 
Fig 2.1 Analyse av GTRAP3-18-proteinet. A Viser hydrofile områder og B de antatt mest antigene 
områdene. 
2.1.4 Primær antistoffer 
 
Antistoffer mot GTRAP3-18 peptidet ble produsert som beskrevet i avsnitt 2.3 nedenfor. 
Som ledd i denne oppgaven produserte jeg antistoffer mot GTRAP3-18 og EAAC 
peptidet C479 (i sammarbeid med S. Holmseth). 
 
Følgende antistoffer var tidligere laget av vår gruppe: anti-C491 (1B0683: A. R. Skår 
2003, upublisert), anti-C491 (7D0993 og sau 4131: Y. Dehnes, upublisert), anti-C510 
(69738 og sau 4131: Y. Dehnes, upublisert). I tillegg ble det kjøpt inn et monoklonalt 




   480       490       500       510       520  
   -+---------+---------+---------+---------+--- 
   NIVNPFALEPTILDNEDSDTKKSYVNGGFSVDKSDTISFTQTSQF             - = C491-523 
                LDNEDSDTKKSYVNGGFSV                          - = C491-509 
   NIVNPFALEPTILDNEDSDTK         VDKSDTISFTQTSQF             - = C479-499 
                                  DKSDTISFTQTSQF             - = C509-523 
                                                             - = C510-523 
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              10        20        30        40        50        60        70 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
   1 MDVNLAPLRAWDDFFPGSDRFARPDFRDISKWNNRVVSNLLYYQTNYLVVAAMMISVVGFLSPFNMILGG 
    
              80        90       100       110       120       130       140  
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
  71 VIVVLVFMGFVWAAHNKDILRRMKKQYPTAFVMVVMLASYFLISMFGGVMVFVFGITLPLLLMFIHASLR 
  
             150       160       170       180       190 
     ---------+---------+---------+---------+---------+ 
 141 LRNLKNKLENKMEGIGLKKTPMVIILDALEQQEDNINKFADYISKARE 
 
Tabell 2.2 Sekvensen til GTRAP3-18 proteinet. Sekvensen som ble valgt for antistoff produksjon, er 



















Biter av ferskt vev som skal studeres lys- eller elektronmikroskopisk, kan fikseres via 
immersjon i fiksativ (4 % formaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd).  
 
Vevsbitene legges i fiksativ, innkuberes først 1-2 timer (romtemperatur), og deretter over 
natten (4 oC). Bitene oppbevares (4 oC) i 1 del fiksativ og 9 deler 0.1 M NaPi 




Den hurtigste måten å fiksere et dyr på, er ved perfusjonsfiksering hvor fiksativet tilføres 
blodsystemet umiddelbart etter avlivning med narkosemiddel.  
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Dextran 70 løses i 0.1 M NaPi til 40 mg/ml (4 %) og ca 25 ml pumpes opp i 
perfusjonsslangen. Perfusjonsvæsken tilføres vha en peristaltisk pumpe, med en hastighet 
på ca 50 ml/min (voksne rotter). Rottene bedøves med Equisitin (0.4 ml/100 g), thorax 
åpnes, og det blir raskt stukket ett hull i høyre atrium og en kanylen blir stukket inn 
nederst i venstre ventrikkel og pumpen startes (15 min, 500 ml fiksativ (4 % formaldehyd 
tilsatt 0.1 % glutaraldehyd)). Hjernen dissekers ut og etterfikseres i samme fiksativ (2 – 3 
timer). Vevet oppbevares (4 oC) i 1 del fiksativ og 9 deler 0.1 M NaPi. 
 
2.2.2 Ferskt vev 
 
Ved bruk av ferskt vev dissekeres vevet ut umiddelbart post mortem, uten bruk av 






Det finnes flere ulike måter å immunisere dyr på, den mest tradisjonelle måten har vært å 
immunisere dyret med det ønskede antigenet (f.eks et renset protein, syntetiske peptider, 
polysakkarider eller aminosyrer koblet til bærerproteiner med glutaraldehyd). En annen 
mulighet er genetisk immunisering, her blir en passende ekspresjonsvektor, med det 
ønskede antigenet, injisert, og ikke antigenet selv. 
 
2.3.1  Kobling av peptider til bærerproteiner 
 
Etter at man har valgt ut de områdene man vil lage antistoffer mot, må man ta hensyn til 
at små molekyler (<5-10 kDa) vanligvis ikke vil gi noen immunrespons, men må kobles 
til større bærerproteiner (f.eks KLH; keyhole limpet hemacyanin og BSA; bovint serum 
albumin) for å bli antigene. Glutaraldehyd brukes for å koble peptidene til proteinene. 
Borohydrid kan tilsettes for å stoppe reaksjonen og redusere dobbeltbindingene og 
dermed gjøre koblingen irreversibel. Dette gjøres med noen av konjugatene. Disse blir 
etterpå gelfilterert for å få ett mest mulig rent produkt av peptid-glutaraldehyd-
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proteinkoblingen. Konjugatene som ikke blir redusert og heller ikke gelfiltrert inneholder 
mange ulike varianter av koblinger og løse molekyler. 
 
Peptider som skal reduseres og gelfiltreres:  
1 mg peptid (33 µl) blandes med 1 mg KLH i en løsning av 300 mM NaCl og 50 mM 
NaPi pH 7.4 og 474 µl vann (til sammen 1 ml) i et 50 ml rør. 1 ml glutaraldehyd tilsettes 
og rørene innkuberes (overnatten, 4 oC) under omrøring. Reaksjonen stoppes og gjøres 
irreversibel ved tilsetning av 22 mg natriumborohydrid (NaBH4) løst i 220 µl vann. 
Blandingen innkuberes (1 time) og gelfiltreres (på kolonner med Sephadex G-50 fine) for 
å fjerne aldehyd, frie peptider og salter. Konjugatene lagres ved – 20 oC. 
 
Peptider uten reduksjon og gelfiltrering: 
Peptidene (1 mg) blandes med 1 mg KLH og 0.2 M NaPi opp til 400 µl. 15 µl 25 % 
glutaraldehyd tilsettes og blandingen innkuberes i romtemperatur (2 timer). Lagres ved 




For å aktivere immunapparatet til dyret som immuniseres, blir antigenet emulgert med 
Freunds komplette adjuvans (FCA, olje med mycobakterier). Adjuvanset gir langsom 
frisetting av antigen når det vannløste antigenet omsluttes av olje. Mengden antigen kan 
reduseres og antistoffresponsen i dyret er mer varig. Ved første gangs immunisering ble 
det brukt FCA (inneholder Mycobacterium spegmatis), mens Freunds innkomplette 
adjuvans (FIA; uten bakterier) ble benyttet ved påfølgende immuniseringer.  
 
Kaninen injisert (subkutant) med antigenblandingen på ca 20 steder på ryggen, og det 
injiseres ca 1 ml i hvert dyr. Kaninene tappes for blod (40 ml) hver 8, 13 og 18 dager 
etter tredje immunisering. Blodet innkuberes (1 time) på vannbad (37 oC) før det settes i 
kjøleskap i minst 1 time. Da har blodet koagulert og serumet kan tas ut. Serumet 
sentrifugeres (3000 rpm i 10 min ved 4 oC) før å fjerne eventuelle rester av røde 
blodlegemer. Supernatanten overføres til nye rør og pelletten kastes. Serumet tilsettes 0.1 
% NaN3 og fryses ved – 20 oC 
 




Tappet serum inneholder flere antistoffer enn det vi er interessert i. Disse kan reagere 
med hjerneproteiner og gi uønsket merking. For å fjerne disse uønskede antistoffene 
kjøres serumet gjennom en kolonne som inneholder et immobilisert peptid, som det 
ønskede antistoffet vil feste seg til. Det ønskede antistoffet vil da ved endt kjøring sitte 
igjen i kolonnen. Disse løsnes fra kolonnen igjen ved å tilsette en elueringsbuffer med lav 
pH (pH 2.5), deretter nøytraliseres løsningen raskt for at antistoffene ikke skal ødelegges. 
 
2.3.3.1 Kobling av peptider til agarose 
 
Peptidene kobles hver for seg, og prosedyren utføres etter produsenten BioRad 
Laboratories’ instruksjoner. Det kobles 1 mg peptid pr. 5 ml AffiGel og 0,5 ml 2 M Na-
HEPES pH 8,0. AffiGelen helles i et begerglass med 3 mM HCl slik at den kan svelle 
noen sekunder før den helles i en kolonne. Kolonnen kobles til vakuum fra en 
vannstrålepumpe for å trekke vann ut av kolonnen. AffiGelen vaskes med 50 volumer 3 
mM HCl (10 – 15 min) for å fjerne isopropanolen gelen er laget på og ett volum vann 
tilsettes. 5 ml av gelen (10 ml suspensjon) overføres til rørene med peptid, og ende-over-
ende miksing starter med en gang (2 timer – overnatten). 0.1 % NaN3 tilsettes før gelen 




Kolonnene med peptid-AffiGel vaskes for å fjerne frie peptider (10 kolonnevolum 
vaskebuffer med Tween 20 (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.3 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.05 % 
(v/v) Tween 20 og 0.1 % (v/v) NaN3)). 10-20 kolonnevolum serum (tilsatt 1 mM PMSF 
og 5 mM EDTA) kjøres gjennom kolonnen i løpet av ca 1 time. Kolonnen vaskes med 
vaskebuffer med Tween 20 (1 kolonnevolum/minutt) og med vaskebuffer uten Tween 20. 
Antistoffene som har bundet seg til gelen fjernes vha en elueringsbuffer (0.2 M glycin-
HCl pH 2.5 med 0.15 M NaCl, 5 mM EDTA og 0.1 % NaN3) (0.5 – 1 
kolonnevolum/minutt). Eluatet nøytraliseres med 2 M Na-HEPES pH 8.7, for å ikke 
ødelegge antistoffene og pH sjekkes med indikator papir (pH 7 – 8). Kolonnene vaskes 
og nøytraliseres (vaskebuffer og Na-HEPES), og det sjekkes at pH er nøytral. Kolonnene 
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dekkes med Parafilm og lagres på kjølerommet til senere bruk. Proteinkonsentrasjon i 
eluatet bestemtes og det tilsettes 1 mM PMSF. 
 
Antistoffene (anti-C479) vår gruppe tidligere hadde laget mot 479-498 regionen av 
EAAC gav et lysmikroskopisk merkingsmønster i hjernevev nokså likt det mønster vi så 
med anti-C491. Det var imidlertid et viktig unntak: merking av aksoplasma. Silvia 
Holmseth i vår gruppe fant at dette skyldes at kaninene av en eller annen grunn laget 
antistoff mot tubulin når de ble immunisert med C479-498 på tross av at det ikke er noen 
primærsekvenshomologi og på tross av at antistoffene var affinitetsrenset mot 
immobilisert peptid (S. Holmseth og N.C. Danbolt, upublisert). Det ble derfor bestemt å 
rense antistoffet for reaktivitet mot tubulin (fig 2.3B) 
.  
       
Fig 2.3  A: Kolonneoppsett for rensingen av GTRAP3-18 
 B: Kolonneoppsett over rensingen av C479 mot tubulin 
 
Antistoffene mot C491-523 (fra kanin 1B0683) og mot C510-523 (fra kanin 69738) er 
antistoffer som er laget mot overlappende sekvenser. Før absorpsjonen, ble kolonnen 
først blokket med NCS, så eluert og regenerert. Deretter ble anti-C491 (1B0683) (1.9 mg) 
kjørt igjennom. De antistoffene som ikke bandt seg til kolonnen ble samlet opp og 
A B 
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betegnet ”anti-C491-509 (1B0683)”. Deretter ble de bundne antistoffene tatt løs fra 
kolonnen (med lav pH-buffer), samlet opp og betegnet ”anti-C510 (1B0683)” (fig 2.4).   
 
 




I denne oppgaven ble proteinkonsentrasjonen bestemt spektrofotometrisk ved 280 nm. 
Bovint IgG ble brukt som standard hvor 1 mg protein/ml tilsvarer en absorbans på 1.2.  
 
2.3.5 Testing av antistoff 
 
De produserte antistoffene må testes for å se om de gjenkjenner det aktuelle proteinet, i 
dette tilfellet en transportør, og om de er spesifikke, dvs. om de bare gjenkjenner dette 
proteinet. Dette gjøres ved å lage et blott med hjerneekstrakt som innkuberes med 
antistoffene man ønsker å teste. Viser fremkallingen mange striper, betyr det at antistoffet 
gjenkjenner flere ulike proteiner og dermed ikke er spesifikk mot transportør det skal 
gjenkjenne. En kontroll med en kjent og testet transportør viser om antistoffet 























2.4 ELEKTROFORESE OG IMMUNBLOTTING 
 
2.4.1  Støping av gel 
 
Utført som beskrevet (Laemmli, 1970). Gelene var 0.75 mm tykke, hadde 25 mm dype 
brønner, 20 mm stackinggel (4 % akrylamid, 0.101 % bis-akrylamid, 125 mM Tris-HCl 
pH 6.8, 0.1 % SDS, 7.3 mM TEMED og 2.4 mM ammoniumpersulfat) og 11 mm 
separeringsgel (10 % akrylamid, 0.266 % bis-akrylamid, 0.375 M Tris-HCl, 0.1 % SDS, 




Ble utført som beskrevet (Danbolt et al., 1990). Spacerene fjernes og kammerene fylles 
med running buffer (25 mM Tris pH 8.3, 0.192 M glysin, 0.1 % SDS). Prøvene tilsettes 
SDS-samplebuffer (10 % sucrose, 2 % SDS, 0.001 % bromfenolblått og 62.5 mM Tris-
HCl pH 6.8). Som molekylvektmarkør ble Rainbow brukt. Gelene ble kjørt sakte 
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Blottingen ble utført som beskrevet (Towbin et al., 1979). Gelen legges på nitrocellulose 
i ett kar med blottebuffer (3 mg/ml Tris, 14.3 mg/ml glysin og 20 % (v/v) metanol) og 
ført ned i blottekar. Nitrocellilosen og gelen ble holdt på plass av filterpapir på over– og 




2.4.4.1 Alkalisk fosfatase 
 
Prosedyre var som beskrevet (Danbolt et al., 1992). Blottene vaskes (1 x 1 min) med 
TBST (0.15 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.05 % Tween 20, 0.05 % NaN3), de 
uspesifikke bindingssetene blokkes (30 – 60 min) i blokkeløsning (TBST med 1 % BSA) 
og blottene innkuberes (3 timer, eller over natten) i primærantistoff-løsning (0.2 – 10 
µg/ml) i blokkerløsning. Blottene skylles (1 x 1 min pluss 3 x 10 min) i TBST og 
innkuberes (1 time) i sekundærantistoff-løsning konjugert til alkalisk fosfatase (1:5000) i 
blokkerløsning. Blottene vaskes (1 x 1 min pluss 3 x 5 min) i TBST, tørkes raskt med 
filterpapir og legges raskt i buffer (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM 
MgCl2 og 0.05 % NaN3) tilsatt substratene nitroblått tetrazolium (NBT) og 5-brom-4-
klor-3-indolyfosfat (BCIP).  
 
2.4.4.2 ECL (Enhanced Chemo Luminescence) 
 
Denne prosedyren er mer sensitiv enn prosedyren med alkalisk fosfatase, men den må 
eksponeres på film. 
 
Blottene vaskes (1 x 1 min) med TBST (0.15 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 og 0.05 
% Tween 20) og de uspesifikke bindingssetene blokkes (30 min) i blokkeløsning (TBST 
med 4 % skummet melkepulver). Blottene innkuberes (3 timer, eller over natten) i 
primærantistoff-løsning (0.2 – 10 µg/ml) i 1 % BSA i TBST (med NaN3). Blottene vaskes 
(1 x 1 min pluss 3 x 10 min) i TBST (uten NaN3), og innkuberes (1 time) i 
sekundærantistoff-løsning (Sigma A-1949, 1:30 000) i blokkerløsning. Blottene vaskes (1 
x 1 min pluss 3 x 10 min) i TBST (uten NaN3), og innkuberes (5 min) i Pierce Dura-
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systemes (fortynnet 1 + 1 i destillert vann). Blottene tørkes raskt, dekkes med ett 















2.5.1.1 Gelatininnstøpning av vev 
 
Små vevsbiter er ofte lettere å skjære hvis de støpes inn i gelatin. 
 
Vevet innfiltreres med gelatin ved at det dekkes fullstendig med gelatinløsning og 
innkuberes ved 37 oC (1 min – 1 time, avhengig av vevs størrelse). Vevet orienteres og 
plasseres i en form som fylles opp med gelatin. Blokken innkuberes ved lav temperatur (– 
20 oC) til gelatinen har stivnet (2 – 10 min), trimmes og innkuberes i fiksativ (4 % 
formaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd) over natten. Bitene oppbevares (4 oC) i 1 del 
fiksativ og 9 deler 0.1 M NaPi (tilsatt 0.02 % NaN3). Gelatin-mediet bør lages like fast 
som vevet som skal støpes inn. 
  
2.5.1.2 Skjæring på vibrasjonsmikrotom 
 
En vibrerende mikrotom (Vibratom 1 000) skjærer i vått ufrosset vev (20 – 200 µm). 
Snittene kuttes ved at kniven beveger seg horisontalt mot vevet mens den vibrerer 
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sidelengs. Vevsblokken befinner seg i en kald (4 oC) bufferløsning bestående av 0.1 M 
NaPi (pH 7.4).  
 
2.5.1.3 HRP-DAB metoden (Peroksidasemerking) 
 
For å få et kraftig immunsignal, slik at proteinene i hjernevevet kan lokaliseres, bruker vi 
et trelags forsterkende system med biotin og streptavidin. Avidins høye affinitet for biotin 
benyttes for å få et kraftig signal. Dette signalet blir ytterligere forsterket ved bruk av et 
streptevidin-biotinylert tertiærmolekyl med en enzymmarkør (f.eks pepperrot peroksidase 
som er beregnet for bruk ved lys– og elektronmikroskopi). 
 
 
Peroksidasereaksjonen skjer kun på innsiden av cellemembranen, siden cellemembranen 
representerer en diffusjonsbarriere. Derfor er det kun strukturer med transportører som vil 
gi merking. Fordi vevet er perfuksjonsfiksert med aldehyd, må aldehydgruppene 
blokkeres for å hindre uspesifikk merking. Dette gjøres ved innkubering i etanolamin.  
 
Prosedyre utført som beskrevet (Danbolt et al., 1998). 20 – 40 µm tykke vibratomsnitt 
vaskes (10 min) i 0.1 M NaPi med pH 7.4 og innkuberes (30 min) i 1 M etanolamid 
(regulert til pH 7.4 vha HCl og 0.1 M NaH2PO4). Snittene vaskes (3 x 1 min) i PBS 
(0.135 M NaCl og 10 mM NaPi, pH 7.4) og innkuberes (1 time) i en blokkerløsning 
(TBS (0.3 M NaCl og 0.1 M Tris-HCl, pH 7.4), 0.1 % NaN3 og 10% (v/v) nyfødt 
kalveserum). Snittene innkuberes (12 – 48 timer) i romtemperatur med et primærantistoff 
fortynnet i blokkerløsning. Snittene vaskes (3 x 1 pluss 2 x 10-20 min) i en vaskeløsning 
(TBS og 1 % (v/v) nyfødt kalveserum) og innkuberes (1 time) med sekundærantistoff 
(biotinylert esel anti-kanin Ig (Amersham RPN 1004, 1:100)) i vaskeløsning. Snittene 
vaskes i vaskeløsning (3 x 1 min, pluss 2 x 10 – 20min) og innkuberes (1 time) i 
streptavidin-biotinylert pepperrot-peroksidase-kompleks (Amersham RPN 1051, 1:100) i 
vaskeløsning. Deretter gjentas vaskeprosessen (3 x 1 pluss 2 x 10 – 20 min). Snittene 
vaskes i PBS (3 x 1 min) før de først preinnkuberes i DAB- (diaminobenzidin)løsning 
(DAB-tablett (Sigma D-5905) i 0.1 M NaPi) (5-10 min) og deretter innkuberes i DAB-
løsning tilsatt 0.01 % (v/v) H2O2 (5 – 10 min). Reaksjonen stoppes med 0.1 M NaPi (2 x 
5 min). Snittene kan nå oppbevares (4 oC) i NaPi tilsatt 0.02 – 0.1 % NaN3. 
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For å studere snittene lysmikroskopisk (Axioplan 2 imaging, Zeiss) monteres de på dekk- 
eller objektglass med glyserolgelatin. Små deler av vevet kan også støpes inn (pre-




2.5.2.1 Innstøpning i Lowicryl® (Frysesubstitusjon) 
 
Prosedyre stort sett basert på arbeid beskrevet (van Lookeren Campagne et al., 1991). 
Små rektangulære biter (ca 1 mm3) av det ønskede vevet skjæres ut og frysebeskyttes i 
økende konsentrasjoner av glyserol (10 %, 20 %, 30 %) i 0.1 M NaPi (30 min), deretter 
overnatten i 30 % glyserol (4 oC). Prøvene skytes ned i en beholder med flytende propan 
som er nedkjølt til – 170 oC ved hjelp av flytende nitrogen (LN2) i et cryofikserings 
system (KF80, Reichert-Jung). Vevsbitene blir så overflyttet til et nedkjølt (– 90 oC) 
frysesubtitueringsapparat (AFS, Reichert). 
 
Ved frysesubstituering (Müller et al., 1980) blir vevsprøvene tilsatt en løsning vannfri 
metanol og 0.5 % uranylacetat (blokkfiksativ). Temperaturen økes gradvis (4 oC/time) fra 
– 90 oC til – 45 oC. Vevsprøvene vaskes flere ganger med vannfri metanol (iskrystaller og 
overskudd av uranylacetat fjernes). Når all isen er borte innfiltreres vevet med økende 
konsentraskoner Lowicryl HM20 (Lowicryl/metanol 1:2, 1:1 og 2:1 (1 time hver) til ren 
Lowicryl (overnatten)). Vevet polymerisers så med UV-lys (360 nm) i 2 dager (– 45 oC) 
etterfulgt av 1 dag ved romtemperatur.  
 
2.5.2.2 Skjæring av ultatynne snitt 
 
For å kunne studere snitt i elektronmikroskop må man ha ultratynne snitt (0.05 – 0.1 µm) 
som er festet på nikkelnett eller hinner. Det får man ved å kutte på en ultramikrotom 
(ultratom) som er utstyrt med en glass – eller diamantkniv. Kuttingen krever at vevet er 
innstøp i et hardt plastikkmateriale (f. eks Durcupan eller Lowicryl). Ultratomen består av 
en arm hvor vevsblokken festes til, og som beveger seg opp og ned i forhold til kniven. 
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2.5.2.3 Immunmerking av ultatynne snitt (Postembedding) 
 
Nikkelnettene med snitt innkuberes (10 min) med 0.1 % NaBH4 og 50 mM glysin i TBS 
(50 mM med Tris-HCl, pH 7.4, 0.5 mM NaCl og 0.02 % NaN3), pH 7.4, for å inaktivere 
aldehydgruppene. Snittete vaskes (3 x 1 min) i TBS og blokkeres i blokkerløsning (TBS 
med 3 % HSA, 10 min). Nikkelnettene innkuberes over natten i primærantistoffet 
fortynnet i blokkerløsningen. De vaskes i TBS, (3 x 1 min + 3 x 10 min) og legges i 
blokkerløsningen (TBS med 3 % HSA, 10 min), før de innkuberes i sekundærantistoffet 
(TBS med 3 % HSA og 1/20 sekundærantistoff, GFAR BBI 15 nm for kanin antistoff). 
Snittene vaskes så i vann (3 x 1 min + 3 x 10 min). Tilslutt blir snittene kontrastert med 
10 mg/ml uranyl acetat (20 min) og vasket i destillert vann (3 x 1 min). Snittene kan nå 
studeres i EM. 
 
 
Fig 2.6 Gullpartikkelen (A) kan befinne seg en viss avstand fra transportøren (B) den er forbundet med. 
Denne avstanden avhenger blant annet av lengden på antistoffene (C og D) og radiusen (r) til 
gullpartikkelen. På det ultratynne snittet kan det derfor observeres gullpartikler i en viss radius rundt 
transportørene. 
 
2.5.2.4 Semikvantitativ analyse av immunmerking 
 
Distribusjonen av gullpartikler i ulike cellulære regioner ble gjort semikvantitativt ved 
hjelp av ett digitalt elektronmikroskop. Først ble stratum radiatum funnet, ved en 
forstørrelse hvor gullpartiklene ikke var synlige, og en tilfeldig region av denne ble så 
valgt. Forstørrelsen ble økt til merkingen var synlig. Denne regionen ble så valgt som 
startpunkt fra hvor 10 tilfeldige bilder ble tatt ved å tilfeldig bevege mikroskops-
kontrollene. De eneste restriksjonene var, at bevegelsen av kontrollene var stor nok til å 
forhindre overlapp med det forrige området, og at bildet ikke ble tatt i ett område med 
mye vevsødeleggelser eller kontrastutfellinger. 
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Bildene ble analysert ved hjelp av dataprogrammet AnalySIS®. Antall gullpartikler ble 
telt opp over dendrittstammer og aksoner (membraner, mitokondrier og cytoplasma), 
presynaptiske terminaler (membraner, mitokondrier og cytoplasma), spina 
(postsynaptiske fortetninger, membraner og cytoplasma) og glia prosesser. Gullpartikler 
som lå inntil 25 nm fra en membran ble tildelt denne membranen (se (Takumi et al., 1997 
for diskusjon om immungull oppløsning). Hvis membranen lå 25 nm fra to ulike 
membraner ble den ikke tildelt noen av dem. Disse og andre gullpartikler som ikke med 
sikkerhet kunne bli plassert innenfor en kategori, ble ansett som uidentifiserbare. 
 
I følge He og medarbeidere (He et al., 2000) er gullmerkingen ved bruk av antistoffer 
mot EAAC lokalisert til membranen rett utenfor de synaptiske fortetningene. For å teste 
om våre antistoffer mot EAAC ville gi den samme merkingen, ble bilder med høy 
forstørrelse (64000X) tatt av tilfeldig valgte synapser. Den postsynaptiske regionen ble så 
analysert ved først å måle lengden av de postsynaptiske fortetningene langs membranene 
og deres vidde ved sentrum av fortetningene. Siden lengden varierte betraktelig (se 
resultater, avsnitt 3.4.1.2) ble videre studier kun gjort på postsynaptiske fortetninger på ca 
200 nm (185 – 215 nm) og 250 nm (235 – 265 nm). På begge lengdene tillot vi en 
variasjon på ±15 nm siden endene til de postsynaptiske fortetningene som regel ikke var 
godt nok definert til å kun gi en nøyaktig verdi.  
 
Fordelingen langs de synaptiske membranene ble funnet ved å måle den korteste 
distansen fra partiklene til membranen og distansen fra det punktet til senteret av den 
postsynaptiske fortetningen. 
 
Ved å begrense analysen til et relativt smalt lengde område av den postsynaptiske 
fortetningen var det mulig å plotte distansen til partiklene fra senteret av fortetningen og 




















3.1 PRODUKSJON OG RENSING AV ANTISTOFF 
 
3.1.1 Rensing av antistoff mot GTRAP3-18 
 
En kanin (2B0795) ble immunisert med peptid-konjugat etter reduksjon med borhydrid, 
og en annen (2B0816) ble immunisert med peptid-konjugatet uten forbehandling (se 
avsnitt 2.3.2). 
 
25 ml serum fra hver kanin ble absorbert og deretter affinitetsrenset (se fig. 2.3A). 
Serumet fra kanin 2B0795 ble målt til 1.3 mg antistoff, mens serumet fra kanin 2B0816 
ga 0.6 mg antistoff. Begge kaninene hadde dermed produsert antistoff mot peptidet 
 
3.1.2 Rensing av anti-C479 mot tubulin   
 
10 ml serum fra kanin 0B0721 ble kjørt i gjennom en kolonne med immobilisert tubulin 
for å absorbere vekk uønskede antistoffer og deretter igjennom en kolonne med 
immobilisert C479-peptid for å samle opp de ønskede antistoffene. Dette ble gjort to 
ganger (den 19.09.2002 og den 19.08.2003) med serum fra to ulike tappinger av kaninen. 
Det ble isolert henholdsvis 0.035 og 0.37 mg antistoff. 
 
3.1.3 Absorpsjon av anti-C491-523 mot anti-C510-523 
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De to fraksjonene ”anti-C510” (1B0683) innehold henholdsvis 0.047 og 0.094 mg 
antistoff.  
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3.2 TESTING AV RENSEDE ANTISTOFFER VED IMMUNBLOTTING 
 
3.2.1 Spesifisitetstesting av anti-GTRAP3-18 
 
Antistoffene fra de to kaninene som ble immunisert med et peptid svarende til en del av 
GTRAP3-18 (se avsnitt 3.1.1) ble testet på Western blott av SDS-ekstrakter av rotte 
forhjerne (helt vev). Preimmune IgG og anti-C491 mot EAAC ble brukt som henholdsvis 
positiv og negativ kontroll. Som man kan se av fig. 3.1, gav ingen av de to antistoffene 
spesifikk merking av noe molekyl med molekylmasse på 20 kDa som er det som svarer 
til GTRAP3-18. Fordi antistoffene i stedet merket et antall andre bånd, ble det konkludert 
at antistoffene ikke var brukbare til å undersøke GTRAP3-18. Distribusjonen til dette 
proteinet lot seg derfor ikke undersøke i denne omgang. 
 
                 
                                          
3.2.2 Spesifisitetstesting av anti-C479 og anti-C491-509 
 
Spesifisiteten til de tubulin-absorberte anti-C479 antistoffene (0B0721; 19.09.2002; Se 
avsnitt 3.1.2) ble sammenlignet med spesifisiteten til ikke-absorberte antistoffer fra den 
samme kaninen og med anti-C491 antistoffer. Som man kan se av fig. 3.2, merker alle 
antistoffene et bånd som har den elektroforetiske mobiliteten vi forventer av EAAC. De 
ikke-absorberte anti-C479 antistoffene merker i tillegg et ekstra bånd nedenfor dette (spor 
4). Dette nedre båndet har Silvia Holmseth funnet ut at representerer tubulin. Det faktum 
kDa  1    2   3   4 






Fig 3.1 Testing av anti-GTRAP3-18 antistoffer på Western blott (10 
% acrylamid) av SDS-oppløst rottehjerne (helt vev). 1. Negativ 
kontroll (preimmune IgG fra kanin 1B0683). 2. Positiv kontroll 
(anti-C491 mot EAAC fra kanin 1B0683). 3. Anti-GTRAP3-18 
(2B0795). 4. Anti-GTRAP3-18 (2B0816).  
Legg merke til at flere bånd er merket på både blottstripe 3 og 4 
samtidig som det ikke er merking i området rundt 20 kDa hvor 
GTRAP3-18 befinner seg.  
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at absorpsjon av antistoffene mot tubulin fjerner merkingen av dette båndet uten å fjerne 
merkingen av det øvre båndet (spor 2), er i samsvar med hennes konklusjon. 
 
   
      
3.2.3 Testing av de fraksjonerte anti-C491 antistoffene 
 
De anti-C491 antistoffene som ble fraksjonert (se avsnitt 3.1.3), ble testet ved samme 
antistoffkonsentrasjon på immunblott av hjernevev. Som man kan se av Fig.3.3, 
gjenkjenner begge antistoff-fraksjonene det samme båndet, men den sterkeste 
immunreaksjonen sees med de antistoffene som gjenkjenner den C-terminale halvdelen 
av peptidet; dvs. C510-523 (spor 3 og 4). 
 
kDa 
Fig 3.2 Spesifisitetstesting av antistoffer mot EAAC på Western 
blott (10 % acrylamid) av SDS-oppløst hippocampus.  
1: Anti-C491 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml), positive kontroll 
2: Anti-C479 (0B0721, 19.08.03, 1 µg/ml), forsøkt renset mot 
tubulin, av figuren ses det at dette ikke var vellykket, 
tubulinbåndet er fremdelse tilstedet. 
3: Anti-C479 (0B0721, 19.09.02, 1µg/ml), renset mot tubulin. 
Vellykket. Tubilinbåndet er nå borte fra gelen. 
4: Anti-C479 (0B0721, 26.07.01, 1 µg/ml) 
5: Anti-C491 (sh 4131, 16.08.01, 1 µg/ml) 
6: Anti-C510 (sh 4131, 16.08.01, 1 µg/ml) 
7: Anti-C479 (sh 4131, 16.08.01, 1 µg/ml) 
8: Anti-C491 (1B0683, 11.12.03, 1 µg/ml) 
* : Tubulinbåndet, H: hippocampus 
 
 *     * 
    
 41
 
             
    
3.2.4 Testing av antistoffer på KO og WT mus 
 
For å teste om antistoffene faktisk merket EAAC, ble de testet på immunblott med 
hippocampusvev fra KO og WT mus, samt på rotte (som positiv kontroll). De ulike 
antistoffene som ble testet, samt resultatene er vist i tabell 3.1. Her sees en klar forskjell 
mellom KO og WT. Hos KO er EAAC båndet borte. Dette viste at antistoffene merket 
det de skulle, nemlig EAAC. Antistoffet anti-C479 gav veldig svak merking hos WT mus 
(se figur 3.4D).  
  
  
 kDa    1     2     3    4 
 
Fig. 3.3 Testing av de fraksjonerte C-491 antistoffene på 
Western blott (10 % acrylamid) av SDS-oppløst hippocampus. 
1: Anti-C491 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml), positive kontroll 
2: Anti-C491 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml), absorbert mot anti-
C510 
3: Anti-C510 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml), fraksjon 1 
4: Anti-C510 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml), fraksjon 2 
H; hippocampus 
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Fig 3.4 KO, WT og rottevev homogenater blottet på gradient geler (8-16 % og 10-20 % acrylamid geler fra 
Bio-Rad). EAAC har en molekylvekt på ca 70 kDa. 
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A: Anti-C491 (sh 4131, 19.12.97, 1 µg/ml).  
B: Anti-C491 (7D0993, 14.12.97, 1 µg/ml). Legg merke til den sterke merkingen av et bånd på ca 20 kDa 
hos alle tre vevstypene (se pil). 
C: Anti-C491 (1B0683, 03.01.03, 1 µg/ml). Legg også her merke til tilleggsbåndet på ca 20 kDa (pil). 
D: Anti-C479 (0B0721, 19.09.02, 3 µg/ml). Svak merking hos WT og ingen hos KO. Den svake merkingen 
kan tyde på at dette antistoffet ikke egner seg ved testing av musevev (se avsnitt 4.3). 
E: Anti-C510 (sh 4131, 16.08.01, 1 µg/ml).  
F: Anti-C510 (69738, 18.06.93, 1 µg/ml). Svak marking, legg også her merke til 20 kDa-båndet (pil). 
G: Anti-C509 (monoklonalt, Chemicon, 2 µg/ml), EAAC-båndet er ikke market hos noen av vevstypene. 
H: Anti-B12 (29670, 10.07.02, 0.2 µg/ml), positiv kontroll.  
I: Preimmunsera (1B0683, 22.10.03, 1 µg/ml), negative kontroll, ingen merking av ett 70 kDa-bånd 
J: Preimmunsera (0B0721, 22.10.03, 3 µg/ml), negative kontroll, ingenmerking av ett 70 kDa-bånd 
kDa; kilo Dalton (molekyvekt), WT; villtype, KO; knock-out, R; rotte 
 
 
Antistoffer Rotte WT KO 
C491 (SH 4131, 19.12.97) + + - 
C491 (7D0993, 14.12.97) + + - 
C491 (1B0683, 03.01.03) + + - 
C479 (0B0721, 19.09.02) + (+) - 
C510 (69738, 18.06.93) (+) (+) - 
C510 (SH 4131, 16.08.01) + + - 
C509 (monoklonalt, Chemicon International) - - - 
B12 (29670, 10.07.02) – Positiv kontroll + + + 
Preimmun IgG (1B0683, 22.10.03) – Negativ kontroll - - - 
Preimmun IgG (0B0721, 22.10.03) – Negativ kontroll - - - 
 
 +   Tydelig markant EAAC-bånd 
(+)  Svakt EAAC-bånd 
  -   Ikke synlig EAAC-bånd 
 
Tabell 3.1 Oversikt over de antistoffene som ble brukt ved immunblotting på rotte og muse vev, og hvilke 
resultater de gav.  Antistoffet anti-C479 (0B0721) viste seg å ikke være noe brukbart antistoff ved testing 
på musevev. De andre antistoffene som ble testet viste seg å gi like god immunmerking hos rotte som hos 
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3.3 LYSMIKROSKOPISK UNDERSØKELSE AV VEV FRA ROTTE 
 
For å bestemme lokaliseringen av EAAC i hippocampus regionen CA1, ble hjernesnitt 
(30 µm) kuttet på en vibrasjonsmikrotom (se avsnitt 2.5.1.2), og innkubert med fire ulike 
antistoffer mot EAAC (se tabell 3.2).  
 
C491 (7D0993, 3 µg/ml)  
C491 (1B0683, 1 µg/ml)  
C479 (0B0721, 10 µg/ml) – ikke renset mot tubulin  
C479 (0B0721, 10 µg/ml) – renset mot tubulin  
B12   (26970, 1 µg/ml) Positiv kontroll 
Preimmunserum fra kanin 1B0853 (1 µg/ml) Negativ kontroll 
Preimmunserum fra kanin 0B0721 (10 µg/ml) Negativ kontroll 
 
Tabell 3.2 Oversikt over de antistoffene som ble brukt til HRP-DAB metoden 
 
3.3.1 HRP-DAB merking hos rotte (Rattus norvegius) 
 
Lysmikroskopisk ser man at merking med antistoff mot den positive kontrollen GLT ga 
det samme mønsteret som tidligere er beskrevet (Pines et al., 1992; Lehre et al., 1995). 
GLT merking gir ulik fargeintensitet i de ulike lagene av hippocampus i følgende orden; 
stratum moleculare > stratum radiatum ~ stratum oriens > stratum pyramidale. GLT 
merkingen ser man som fargede små prosesser, som tett omkranser de relativt store 
cellelegemene til pyramidecellenevronene i stratum pyramidale. (Fig 3.9A - D). Tidligere 
elektronmikroskopiske studier har vist at disse strukturene er astrocyttprosesser som går i 
mellom synapsekompleksene mellom pyramidecellenes terminaler og dendritter. 
 
Antistoffer mot EAAC merker nesten utelukket strukturer som ikke ble merket med 
antistoffer mot GLT. Det vil si i at lagene ble merket i følgende orden; stratum 
pyramidale > stratum moleculare > stratum radiatum ~ stratum oriens (se figur 3.5 - 3.8).  
Merkingen var sterkest i pyramidecellelegemene i stratum pyramidale og i de apikale 
dendritter og fine dendrittiske prosesser som strekker seg fra, og rundt de apikale 
dendrittene i stratum radiatum. 
  
De tre ulike antistoffene mot EAAC ga omtrentlig det samme bildet, med unntak av at 
anti-C479 ikke merket kjernestrukturer (se figur 3.7 og 3.8). Merkingen med antistoffer 
mot EAAC hos rotte (Rattus norvegius) ga en klar og avgrenset merking som virket 
spesifikk. Merkingen var klart avgrenset til nevroner. 
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Fig 3.5 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med EAAC antistoffet anti-
C491 (7D0993, 3 µg/ml) 
A: Oversiktsbilde med hippocampus  
B: Bildet viser en del av hippocampus regionen CA1 (svarer til omtrentlig til det merkede rektangelet i 
bilde A).  
C: Pyramidecellelaget og stratum radiatum i CA1 regionen. Pyramidecellelegemene (stor pil) og 
pyramidecelle dendrittene (liten pil) er farget. Ser at merking med anti-C491 gir kjernemerking. 
D: Lik C, bare i hørere forstørrelse. Tydelig farging av pyramidecelledendrittene (små piler) og 
pytamidecellelegemene (store piler). 
O: stratum oriens, P: stratum pyramidale, R: stratum radiatum, M: stratum moleculare. Fotografert i 
lysmikroskop (Axioplan 2 imaging, Zeiss). 
Cortex cerebri 
CA1 









 200 µm 
50 µm   10 µm 
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Fig 3.6 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med EAAC antistoffet anti-
C491 (1B0683, 1 µg/ml)   
A: Oversiktsbilde med hippocampus  
B: Bildet viser en del av hippocampus regionen CA1 (svarer til omtrentlig til det merkede rektangelet i 
bilde A).  
C: Pyramidecellelaget og stratum radiatum i CA1 regionen. Pyramidecellelegemene (stor pil) og 
pyramidecelle dendrittene (liten pil) er farget. Ser at merking med anti-C491 gir kjernemerking. 
D: Lik C, bare i hørere forstørrelse.  
O: stratum oriens, P: stratum pyramidale, R: stratum radiatum, M: stratum moleculare. Fotografert i 















 200 µm 
50 µm   10 µm 
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Fig 3.7 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med EAAC antistoffet anti-
C479 (1B0683, 10 µg/ml) før det ble renset mot tubulin. 
A: Oversiktsbilde med hippocampus. 
B: Bildet viser en del av hippocampus regionen CA1 (svarer til omtrentlig til det merkede rektangelet i 
bilde A).  
C: Pyramidecellelaget og stratum radiatum i CA1 regionen. Pyramidecellelegemene (stor pil) og 
pyramidecelle dendrittene (liten pil) er farget. Ser at merking med anti-C479 gir lite kjernemerking. 
D: Lik C, bare i hørere forstørrelse. Tydelig farging av pyramidecelledendrittene (små piler) og 
pytamidecellelegemene (store piler).  
O: stratum oriens, P: stratum pyramidale, R: stratum radiatum, M: stratum moleculare. Fotografert i 
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Fig 3.8 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med EAAC antistoffet anti-
C479 (0B0721, 10 µg/ml) renset mot tubulin. 
A: Oversiktsbilde med hippocampus. 
B: Bildet viser en del av hippocampus regionen CA1 (svarer til omtrentlig til det merkede rektangelet i 
bilde A). 
C: Pyramidecellelaget og stratum radiatum i CA1 regionen. Pyramidecellelegemene (stor pil) og 
pyramidecelle dendrittene (liten pil) er farget.  
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Fig 3.9 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med et GLT-antistoff 
(positiv kontroll), anti-B12 (26970, 10.07.02 , 1 µg/ml). 
A: Oversiktsbilde med hippocampus  
B: Bildet viser en del av hippocampus regionen CA1 (svarer til omtrentlig til det merkede rektangelet i 
bilde A).  
C: Pyramidecellelaget og stratum radiatum i CA1 regionen. Pyramidecellene (p) er ikke merket, mens 
astrocyttcellelegemene (stor pil) og astrocyttprosessene (små piler) er farget.  
D: Stratum radiatum. Tydelig farging av astrocyttprosesser (små piler). 
O: stratum oriens, P: stratum pyramidale, p: pyramideceller R: stratum radiatum, M: stratum moleculare. 
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3.4 ELEKTRONMIKROSKOPISK UNDERSØKELSE AV VEV FRA ROTTE 
 
3.4.1 Immunmerking av CA1 regionen, stratum radiatum, med EAAC hos rotte 
 
Immunmerkingen viste mange likheter, men også forskjeller, med peroksidasemerkingen. 
Strukturer som ble merket var dendrittstamme cytoplasma og membraner, spina 
cytoplasma og membraner, da spesielt de postsynaptiske fortetningene (Fig. 3.10). I 
tillegg til disse regionene ble også presynaptiske vesikler, cytosol og membraner, samt 
mitokondrier relativt sterkt merket. 
 
C491-523 (1B0683, 1 µg/ml) Brukt til semikvantitativ analysen. Og analyser av 
PSD. Det antatt reneste og mest spesifikke antistoffet 
vi har mot EAAC (hos rotte) 
C491-523 (7D0993) Ikke brukt ved postembedding 
C491-523 (Sh 4131) Ikke brukt ved postembedding 
C491-509 (1B0683, 19.08.03) Ga ingen merking på snitt 
C479-499 (1B0721, 5 µg/ml) (før tubulin rensing) Ga mye bakgrunnsmerking, ikke spesielt spesifikk 
for kun EAAC 
C479-499 (1B0721, 5 µg/ml) Kun brukt til analyser i PSD 
C510-523 (69738, 1 µg/ml)     Kun brukt til analyser i PSD 
C510-523 (Sh 4131)     Ikke brukt ved postembedding 
C509-523 (monoklonalt fra Chemicon)     Ikke brukt ved postembedding 
B12 (26970, 0.5 µg/ml) Positiv kontroll 
Preimmunserum fra kanin 1B0683 (1 µg/ml) Negativ kontroll 
Preimmunserum fra kanin 0B0721 (5 µg/ml) Negativ kontroll 
 
Tabell 3.3 Oversikt over de ulike antistoffene for EAAC som ble brukt ved immuncyrokjemiske 
undersøkelser. 
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Fig 3.10 EM-bilder av postsynaptiske immungullmerking med anti-C491(1B0683, 1µg/ml) i hippocampus, 
stratum radiatum, CA1 regionen. 
A: Gullmerkingen er lokalisert over presynaptiske vesikler (Stor hvit pil). Over presynaptiske mitokondrier 
(liten hvit pil). Over membraner og cytoplasma til dendritterstammer (stor sort pil) og i de postsynaptiske 
fortetningene (liten sort pil). 
B: Bildet viser fire spinaer, hvor tre av dem har merking i deres postsynaptiske fortetninger (små sorte 
piler). 
C: Bildet viser gullmerking av en spina i både den postsynaptiske fortetningen (liten sort pil), i cytoplasma 
(lite hvit pil) og langs membranen (ikke PSD) (store sorte piler). 
D: Viser det typiske mønsteret til merkingen med gullpartikler i alle tre dyrene, med alle antistoffene som 
ble prøvd. Merkingen var lokalisert til de postsynaptiske fortetningen, nær de postsynaptiske membranene 
(små piler). I tillegg viste det seg at det ofte var merking i presynaptisk cytoplasma (stor pil). 
E: Som i D, viser det typiske merkingsmønsteret. 
F: Dette bildet viser merking rett utenfor den synaptiske fortetningen (små piler) og støtter merkingen som 
He og medarbeidere fant (He et al., 2000). Men dette var ikke ett typisk mønster. 
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3.4.1.1 Semikvantitativ analyse 
 
Det høyeste antall gullpartikler ble funnet i aksoner og i dendrittstammer (34.4 ± SEM 
%), i nerveterminaler (26.9 ± SEM %) og i spina (20.7 ± SEM %), spesielt i selve de 
postsynaptiske fortetningene (11.8 ± SEM %). Det var derimot omtrent ingen merking i 











Presynaptiske vesikler 12,5 14,9 19,4 15,6 + SEM 
Presynaptiske cytoplasma 4,5 4 5,4 4,6 + SEM 
Presynaptiske membraner 4,9 4,8 2 3,9 + SEM 
Presynaptiske mitokondrier 7,6 0,6 0 2,7 + SEM 
Totalt presynaptisk 29,5 24,3 26,8 26,9 + SEM 
 
Postsynaptiske fortetninger (PSD) 8,8 10,7 16 11,8 + SEM 
Spina-membraner (ikke PSD) 3,7 3,4 8,3 5,1 + SEM 
Spina-cytoplasma 3,3 3,2 4,6 3,7 + SEM 
Totalt postsynaptisk 15,8 17,3 28,9 20,7 + SEM 
 
Dendritt/akson cytoplasma 20,1 25,2 21,4 22,2 + SEM 
Dendritt/akson membraner 7,2 5,7 1,7 4,9 + SEM 
Dendritt/akson mitokondrier 10,7 4 7,1 7,3 + SEM 
Totalt dendritt/akson 38 34,9 30,2 34,4 + SEM 
 
Glia 0,3 1,1 0 0,5 + SEM 
Uklassifiserbar 16,6 22,3 14 17,6 + SEM 
 
Tabell 3.4 Oversikt over den semikavantitative analysen av distribusjon av gullpartikler over ulike 
strukturer (i prosent).  Antistoff som ble brukt var anti-C491 (1B0683, 1 µg/ml). Antall gullpartikler var i 
gjennomsnitt 729.3 pr dyr, og mengden av postsynaptisk fortetning som faktisk var merket var på i 
gjennomsnitt 53.3 %. Alle tallene i tabellen er angitt i prosent. 
 
 
De ulike typene av strukturer utgjør svært forskjellige andeler av vevsvolumet. Som man 
kan se av tabell 3.5, opptar postsynaptiske fortetningene bare 0.6 % av snittarealet, mens 
dendritter og aksoner opptar 22 % og terminaler 13 %. Når man tar hensyn til dette, ser 
man at konsentrasjonen av gullpartikler er mer enn 10 ganger høyere i de postsynaptiske 
fortetningene enn i de andre strukturene. 
 
 
Strukturer Areal av strukturer i vevet (%) 










Terminal 12,2 14,1 12,8 13,0 
PSD 0,5 0,6 0,7 0,6 
Dendritt/akson 22,4 21,4 23,8 22,5 
 
Tabell 3.5 Andel snittareal som utgjøres av sterkt merkede strukturer, med bruk av anti-C491 (1B0683, 1 
µg/ml). Legg merke til at de postsynaptiske fortetningene kun utgjør i gjennomsnitt 0.6 % av snittarealet, 
mens dendritter/aksoner utgjør 22.5 % og terminaler 13 %. Ved utregning av konsentrasjonen av 
gullpartikler i disse områdene, må man ta hensyn til denne fordelingen. 
 
3.4.1.2 Distribusjon av merking i den postsynaptiske regionen 
 
Som det fremgår av tabell 3.5, ble merkingen i stor grad observert i selve de 
postsynaptiske fortetningene. For å få et kvantitativt mål på dette, ble ulike varianter av 




Fig 3.11 Oversikt over definisjoner av de ulike begrepene. Perifer; partikler som ligger utenfor den 
postsynaptiske fortetningen og opptil 100 nm fra den. Sentralt; avgrenset av den postsynaptiske 
fortetningen. Blandet; partiklene ligger både sentralt og perifert. Tvetydig; partiklene ligger på grensen 
mellom sentralt og perifert + 25 nm. Uidentifiserbar; partikler som ikke tydelig kunne plasseres i noen av 
disse kategoriene. (Figur laget av D. Furness). 
 
Seriesnitt ble merket med tre ulike antistoffer (anti-C491 (1B0683), anti-C479 (0B0721) 
og anti- C510 (69738)) og 50 synapser merket med hvert antistoff ble klassifisert i 
henhold til systemet ovenfor (Fig. 3.11). De tre antistoffene gav omtrent den samme 
merkingsprofilen (Fig. 3.12). De fleste av synapsene var av den sentrale typen. Bare et 
lite mindretall på omkring 10 % var av den perifere typen. 
 
Perifer Sentral Blandet Tvetydig 
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Fig 3.12 Histogram over fordelingen av gullpartikler som representerer EAAC i ulike deler av 
synapsekomplekser i stratum radiatum (CA1 regionen). Kvantifiseringen av gullpartikler (gjennomsnitt av 
3 dyr + SEM) fra perfusjonsfiksert rottehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Hjernevevet 
ble støpt inn i Lowicryl ved frysesubstituering og immungullmerket med tre ulike antistoffer mot EAAC 
(anti-C479 (0B0721), 5 µg/ml, anti-C510 (69738), 1 µg/ml og anti-C491 (1B0683), 1 µg/ml) fra kanin og 
sekundærantistoff med BBI gullpartikler (10 nm). De ulike begrepene følger definisjonen fra fig 3.16. Legg 
merke til at overvekten av merking befinner seg sentralt 
 
Under dette arbeidet viste det seg at det var en betydelig variasjon i lengden av den 













Fig 3.13 Histogram som viser variasjoner i lengde hos 48 tilfeldig valgte postsynaptiske fortetningene, hos 
ett dyr, med ett EAAC antistoff (anti-C491 (1B0683), 1 µg/ml).  Merk at det er store variasjoner, men 
hovedvekten ligger rundt 200 nm i lengde.  
 
 
Dataene fra de tre dyrene ble satt sammen, og ett generelt mønster viste seg for både de 
200 nm og 250 nm postsynaptiske fortetningene (fig 3.14). Kanten av fortetningen er 
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Fig 3.15 Histogram som illustrerer fordelingen av partikler langs de postsynaptiske fortetningen. 
Sammensatt data for (A) 200 nm lange (n=44) og (B) 250 nm lange (n=20) postsynaptiske fortetninger. De 
to grafene er noe ulike, men begge illustrerer at relativt få partikler befinner seg utenfor den postsynaptiske 
fortetningen, sammenlignet med de som befinner seg innenfor. Det faktiske mønsteret i de postsynaptiske 
fortetningene er forskjellig, men dette kan skyldes den relative lave data størrelsen spesielt for de 
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Vibratomsnitt ble peroksidasemerket med anti-C491 (1B0683, S. Holmseth, K.P. Lehre, 
upublisert). Som det fremgår av figur 3.17 er det relativt liten forskjell mellom merkingen 
i hippocampus mellom KO og WT-mus. 
 
Fig 3.17 Lysmikroskopiske hippocampusbilder av 30 µm tykke vibratomsnitt kuttet fra perfusjonsfiksert 
musehjerne (4 % paraformaldehyd og 0.1 % glutaraldehyd). Snittene er merket med EAAC antistoffet anti-
C491 (1B0683, 1 µg/ml) (S. Holmseth og K.P. Lehre, upublisert). A: WT-mus, B: KO-mus. Legg merke til 




For å bli sikrere på om merkingen i snittene faktisk representerer EAAC, ble det støpt inn 
og immunmerket vev fra WT-mus og KO-mus. Fordi anti-C479 (0B0721) ikke 
gjenkjenner EAAC hos mus (se avsnitt 3.2.4 og figur 3.4D), ble det fokusert på anti-C491 
antistoffene. Det ble undersøkt 35 (370 gullpartikler) bilder fra KO-mus og 21 (250 
gullpartikler) bilder fra WT-mus. Som vist i figur 3.16 var fordelingen av merking i WT-
mus meget lik den i rotte (se tabell 3.4), men overraskende fikk vi også merking hos KO-
mus, og fordelingen av denne merkingen var omtrent den samme som i normaldyrene.  
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Fig 3.16 Histogram over gjennomsnittlig fordeling (+ SEM) av gullpartikler, med anti-C491 (1B0683, 1 
g/ml), i stratum radiatum (CA1 regionen) hos mus (Mus musculus) og rotte (Rattus norvegicus). Legg 
merke til at det er relativt sett ingen forskjell mellom merkingen hos KO-mus og WT-mus.  




4.1 ANTISTOFFER MOT GTRAP3-18-PEPTIDET GJENKJENNER 
PEPTIDET, MEN IKKE PROTEINET  
 
Fordi antistoff mot GTRAP3-18 ikke var tilgjengelig ble det bestemt å forsøke å lage et 
selv. Kaninen produserte relativt mye antistoff (relativt mye; 1.3 og 0.6 mg, se resultater,  
avsnitt 3.1.1) mot peptidet, men disse antistoffene gjennkjente ikke GTRAP3-18, og 
distribusjonen til dette proteinet lot seg derfor ikke undersøke i denne omgang. Dette er 
noe som ofte forekommer ved produksjon av antistoffer mot peptider og kan skyldes flere 
årsaker (Danbolt et al., 1998). Når man immuniserer med syntetiske peptider som svarer 
til deler av et protein, får man som oftest dannet antistoffer mot peptidet, men ikke 
nødvendigvis mot proteinet som peptidet representerer en del av. Et annet potensielt 
problem er at antiserumet kan inneholde antistoffer som gjenkjenner andre proteiner, 
lipider, karbohydrater (Shikhman et al., 1994) eller DNA (Arbuckle et al., 1998). Dette 
kan ha flere årsaker. Peptidet kan ha en annen konformasjon enn det naturlig, intakte 
proteinet. Den valgte delen av sekvensen er kanskje ikke tilgjengelig fra utsiden av 
proteinet, enten fordi den ligger inne i proteinet eller fordi proteinet er bundet til ett annet 
protein i et større kompleks. Antistoffene kan være laget mot en peptid-terminal som 
kanskje ikke eksisterer i fri form av proteinet, eller peptidet kan skille seg fra proteinet 
pga peptidbånd rasemisering, sidereaksjoner under syntesen, aminosyrer kan ha falt bort, 
ufullstendig fjerning av beskyttende grupper eller modifisering av antigenitet pga 
kobling, kjemisk instabilitet til peptidet osv. Det er som regel lettere å immunisere med 
ett nytt peptid eller med samme peptidet på en annen måte, enn å prøve å finne ut hva 
årsakene til at det ikke ble dannet noe brukbart antistoff, skyldes. 
 
4.2 ANTISTOFFENE MOT EAAC GJENKJENNER EAAC PÅ IMMUNBLOTT 
 
De antistoffene som er brukt i denne oppgaven er fremstilt mot peptider fra 
glutamattransportøren EAAC. Ett av kriteriene som benyttes ved utvelgelse av peptider, 
er at sekvensene er unike og spesifikke for de proteinene man ønsker å studere. 
Antistoffene er affinitetsrenset mot immobiliserte peptider, og til dels absorbert mot 
glutaraldehyd-behandlede serumproteiner, men selv dette er ingen absolutt garanti for 
spesifisitet. Alle antistoffene ble testet på immunblott som inneholdt så mange 
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vevsantigener som mulig. Ferskt inntakt vev ble direkte homogenisert i SDS, og satt på 
elektroforesegelene. I tillegg ble det brukt vev fra mus, hvor EAAC genet var slått ut 
(KO-mus). Ved bruk av slike dyr kan man videre spesifisitet teste om det som merkes 
faktisk er det som blir slått ut. 
 
Immunblottene viser at alle EAAC-antistoffene som ble brukt i denne oppgaven merker 
det samme båndet på gelene (se avsnitt 3.2.2, fig 3.2 og fig 3.3), og dette båndet er ikke 
tilstedet i gelene med vev fra KO-mus (se avsnitt 3.2.4, fig 3.4) og heller ikke tilstede i 
preimmunsera fra kanin 1B0683 (kanin som produserte anti-C491) og fra kanin 0B0721 
(kanin som produserte anti-C479) (se avsnitt 3.2.4, fig 3.4). 
 
Det er ikke nok å vise reaktivitet mot det ønskede antigenet, man må i tillegg vise fravær 
av reaktivitet mot ikke-ønskede antigener. Dette er spesielt viktig ved 
immuncytokjemiske undersøkelser. En mye brukt metode for testing av antistoffer er 
Westernblotting (se avsnitt 3.4.4). Viser antistoffene kun reaktivitet mot den ønskede 
molekylmassen, er dette et tegn på at antistoffene utviser høy grad av spesifisitet. Man 
må i midlertidig ikke tro at dette er et absolutt bevis for spesifisitet fordi, blottet ikke 
inneholder alle de antigenene som er i vevet. Dette gjelder spesielt om man bruker geler 
med en konstant akrylamidkonsentrasjon. Bruker man for eksempel en polyakrylamidgel 
med 10 % akrylamid, vil molekyler med masse mindre en 20 kDa ikke bli separert, men 
vandre med fargefronten. Det er derfor en god grunn til å bruke gradientgeler (f.eks 8-16 
% eller 10-20 %), som separerer proteiner helt ned til 6 kDa.  
 
Når ferskt vev homogeniseres med SDS får man en klar løsning. Dette er ett tegn på 
fullstendig oppløsning av vevet, og at løsningen inneholder alt som er i vevet. Blottene 
man her får vil inneholde mange antigener, men ikke alle. Dette skyldes dels fordi ikke 
alle molekylene vil binde seg til nitrocellulosen, og dels fordi proteiner denatureres slik at 
epitoper som krever riktig konformasjon eller oligomerstruktur ikke vil være representert 
på blottet. Blottet vil derfor allikevel ikke inneholder alle de antigenene som finnes i 
vevet, men gir en god indikasjon på deres spesifisitet. 
 
Det vil alltid knytte seg usikkerhet til antistoffer, men antistoffene som her har blitt brukt, 
har gjennomgått alle de tester vår gruppe har vært i stand til å utføre. De er spesifikke, 
bedømt ut i fra immunblott fra hjernevev fra både villtype mus (WT) og genetisk 
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modifiserte mus (KO), som mangler transportøren mot EAAC. Immunblott fra EAAC-
KO mus er helt negative (se avsnitt 3.2.4, fig 3.4). I midlertidig viste også blottene noe 
uønsket reaktivitet som tidligere ikke hadde blitt oppdaget, fordi gradientgeler ikke var 
blitt brukt. Tubulin historien (se avsnitt 2.3.3.2) illustrer at immunisering kan gi opphav 
til antistoffer som gjenkjenner helt andre ting. Det gjør også KO-mus immunblottene. 
 
På bakgrunn av disse testene vil jeg konkludere med at de antistoffene her har blitt testet 
gjenkjenner EAAC-proteinet.  
 
4.3 MAN KAN IKKE FORUTSI OM ET ANTISTOFF VIL GJENKJENNE EN 
HOMOLOG, IKKE-IDENTISK SEKVENS 
 
Et antistoff som er laget mot gensekvensen til en dyreart gjenkjenner ikke nødvendigvis 
den homologe, ikke identiske sekvensen til det tilsvarende proteinet hos en annen art. 
EAAC-proteinet hos rotte og mus er ikke helt identiske (se fig 4.1). C491-peptidet og 
C479-peptidet er begge peptider som representerer rottesekvensen, og begge peptidene 
har en aminosyre som avviker i forhold til de tilsvarende sekvensene hos mus. Dette viste 
seg å ikke ha noen betydning for anti-C491; merkingen på immunblott var like sterk hos 
rotte som hos WT-mus. Det ble derimot problemer ved bruk av anti-C479. Som man kan 
se på immunblottet (se fig 3.4D, spor 3) merker anti-C479 svært svakt det båndet som 
skal representere EAAC hos mus. Denne ene aminosyren, aminosyre nr 490 (se fig. 4.1), 
er altså nok til at anti-C479 ikke kan brukes i musevev.  
 
At denne ene aminosyren (se figur 4.1) utgjør så stor forskjell på immunblott, tyder på en 
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              10        20        30        40        50        60        70        80 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
   1 MGKPTSSGCDWRRFLRNHWLLLSTVAAVVLGIVVGVLVRGHSELSNLDKFYFAFPGEILMRMLKLVILPLIISSMITGVA -rotte 
   1 .................................L..V..................................V........ -mus 
 
              90        100       110       120       130       140       150       160 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
  81 ALDSNVSGKIGLRAVVYYFSTTVIAVILGIVLVVSIKPGVTQKVNEINRTGKTPEVSTVDAMLDLIRNMFPENLVQACFQ -rotte 
  81 .............................................D............M..................... -mus 
 
              170       180       190       200       210       220       230       240 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
 161 QYKTKREEVKPASDPGGNQTEVSVTTAMTTMSENKTKEYKIVGLYSDGINVLGLIIFCLVFGLVIGKMGEKGQILVDFFN -rotte 
 161 ...........VG.....A............................................................. -mus 
 
              250       260       270       280       290       300       310       320 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
 241 ALSDATMKIVQIIMCYMPIGILFLIAGKIIEVEDWEIFRKLGLYMATVLSGLAIHSLVVLPLIYFIVVRKNPFRFALGMA -rotte 
 241 .........................................................I....L................. -mus 
 
              330       340       350       360       370       380       390       400 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
 321 QALLTALMISSSSATLPVTFRCAEEKNHVDKRITRFVLPVGATINMDGTALYEAVAAVFIAQLNGMDLSIGQIITISITA -rotte 
 321 ...........................Q.....................................L.......V...... -mus 
 
              410       420       430       440       450       460       470       480 
     ---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 
 401 TAASIGAAGVPQAGLVTMVIVLSAVGLPAEDVTLIIAVDWLLDRFRTMVNVLGDAFGTGIVEKLSKKELEQVDVSSEVNI -rotte 
 401 .......................................................................M........ -mus 
 
              490       500       510       520  
     ---------+---------+---------+---------+--- 
 481 VNPFALEPTILDNEDSDTKKSYVNGGFSVDKSDTISFTQTSQF -rotte                                      
 481 .........T.................A............... -mus 
                      
Fig 4.1 Forskjeller i sekvens hos rotte (Rattus norvegius) og mus (Mus musculus). Ulikhetene som gjør at 
anti-C479 ikke er brukbar hos mus er at denne sekvensen skiller seg med en, antagelig viktig, aminosyre 
(nr 490). 
 
4.4 ER ANTISTOFFENE SPESIFIKKE I INTAKT FIKSERT VEV 
 
En forutsetning for immuncytokjemi er at antistoffene man bruker er spesifikke. Det 
innebærer at antistoffene kun gjenkjenner det antigenet man er interessert i, og ikke andre 
molekyler. Dette er en selvfølge, men det er likevel ikke mulig å være 100 % sikker på at 
antistoffet virkelig gjenkjenner det molekylet man er ute etter.  
   
Immunblott på gradientgeler merket med antistoffene anti-C491 (7D0993), anti-C491 
(1B0683) og anti-C510 (69738) (se fig 3.4B, C og F) gir ingen merking hos KO-mus, 
men de har ett bånd som jeg ennå ikke vet hva representerer. Dette ekstra båndet kan 
være en av forklaringene på hvorfor det blir merking hos KO-mus med postembedding. 
Et annet moment er at vevet det gjøres immuncytokjemi på er fiksert. Dette medfører 
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kjemisk modifisering av proteinene og derved en mulighet for å skape nye epitoper som 
heller ikke finnes på blottene. 
 
4.5 ER EAAC DISTRIBUERT I ELLER VED SIDEN AV PSD? 
 
He og medarbeidere konkluderer i sin artikkel (He et al., 2000) med at 
elektronmikroskopisk (immungullmerking) er hovedtyngden av EAAC å finne 
postsynaptisk, men også at noe presynaptiske. I stratum radiatum (CA1 regionen) 
befinner EAAC seg i ytterkanten eller rett utenfor synapsene på postsynaptisk side i 
tillegg til i nerveterminalmembraner (presynaptisk). Det er grunn til å være skeptisk til 
dette arbeidet, fordi immungullmerkingen er svært svak. Bildene i artikkelen har synapser 
med veldig få gullpartikler, og antallet gullpartikler i membraner er ikke sammenlignet 
med andre membranstrukturer for å undersøke om merkingen er tilfeldig.  
 
Aud R. Skår derimot fant under sin hovedfagsperoiode at hovedtyngden av EAAC i 
stratum radiatum (CA3 regionen) befant seg i selve synapsen (PSD). Dette var i forhold 
til andre membranstrukturer. Resultatene til He og Skår skiller seg fra hverandre, en 
grunn til det kan være at He og medarbeidere studerte CA1 regionen og Skår CA3 
regionen. Det er ulike forgreninger av pyramidecelleaksonene som danner synapser i 
disse to områdene. Derfor ble det bestemt å undersøke merkingen av EAAC i stratum 
radiatum, CA1 regionen. Mine funn støtter de funnen som Skår fant. Dette taler imot at 
det er regionale forskjeller i CA1 og CA3. 
 
Det finnes relativt lite EAAC i forhjernen, dette medfører lite merking. Det er også 
vanskeligere å lage gode EAAC-antistoffer, siden lavere antigenkonsentrasjon krever 
høyere spesifisitet til antistoffene som skal detektere det. En grunn til forskjellene i 
merking hos He og medarbeidere og vår gruppe, kan skyldes antistoffene; våre antistoffer 
kan muligens kryssreagere med et PSD-protein.  
 
De lysmikroskopiske data til He og medarbeidere passer godt med våre; sterkest merking 
av pyramidecellelaget (CA1-CA3), både av nevronene og deres apikale dendritter (se 
avsnitt 3.3). 
 




1. Kaninene laget ikke brukbare antistoffer mot GTRAP3-18 slik at distribusjonen til 
GTRAP3-18 ikke lot seg undersøke. 
 
2. Det er ingen holdepunkter for at forskjellen mellom resultatene til He og Skår skyldes 
regionale forskjeller. Antistoffene gir overveiende merking av PSD både i CA1 regionen, 
og slik som Skår observerte i CA3 regionene. Imidlertid er det en viss variasjon. I noen 
synapser sitter merkingen ved siden av de postsynaptiske fortetningene slik som He 
beskrev (He et al., 2000). Hvorvidt dette er noe som varierer, og som derved kan variere 
mellom ulike rottestammer og avlivingsmetoder, er ikke undersøkt.  
 
3. Immungullmerkingen er ikke et spesifikt uttrykk for EAAC i hippocampus fordi mye 
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